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ABSTRAKT 
Pomocí ring-opening polymerace poly(ethylenglykolu) (PEG) a poly(ε–kaprolaktonu) (PCL) byl 
syntetizován amfifilní blokový kopolymer poly(ethylenglykol)-b-poly(ε–kaprolakton) (PEG–PCL), 
jehož struktura a složení bylo stanoveno pomocí IR spektroskopie. Polymerní micely byly připraveny 
jak metodou za použití dialýzy proti vodě, tak přímým rozpuštěním kopolymeru ve vodě. Proces 
agregace a fyzikální stability polymerních micel ve vodě byl zkoumán pomocí fluorescenční 
spektroskopie za použití pyrenu a perylenu jako fluorescenčních sond. Z výsledků měření stacionární  
a časově rozlišené fluorescence bylo zjištěno, že daný systém tvoří ve vodě jak jednomolekulární, tak 
vícemolekulární agregáty, což závisí na jeho koncentraci. Hodnota kritické micelární koncentrace 
(CMC) tohoto diblokového kopolymeru byla stanovena na 0,002 g∙l-1. Pomocí měření velikosti částic 
metodou dynamického rozptylu světla bylo zjištěno, že s rostoucí koncentrací kopolymeru dochází  
k tvorbě větších agregátů. Nakonec bylo stanoveno chování kopolymeru za fyziologických podmínek 
v 0,15 mol∙dm-3 roztoku soli při 37 °C, přičemž byla CMC tohoto systému stanovena na 0,02 g∙l-1. 
 
ABSTRACT 
Amphiphilic block copolymer poly(ethylene glycol)-b-poly(ε–caprolactone) (PEG–PCL) was 
synthesized from poly(ethylene glycol) (PEG) and poly(ε–caprolactone) (PCL) by using ring-opening 
polymerization. The structure and composition of this copolymer was determined by IR spectroscopy. 
Polymeric micelles were prepared by membrane dialysis method and direct dissolution of copolymer 
in water. The process of aggregation and physical stability in water solution was studied by 
fluorescence spectroscopy using pyrene and perylene as fluorescent probes.The results of steady-state 
and time resolved fluorescence measurements indicate that system of PEG–PCL forms both 
unimolecular and multimolecular micelles, which depends on copolymer concentration. The critical 
micelle concentration (CMC) was around 0,002 g∙l-1. Measurement of micelles size by dynamic light 
scattering method suggested that systems with higher concentration form bigger aggregates.  
In addition, copolymer behavior was explored under physiological conditions. The results show that 
CMC of copolymer increased in 0,15 mol∙dm-3 sal solution at temperature 37°C to 0,02 mol∙dm-3 when 
compared to copolymer in water. 
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1 ÚVOD 
V minulosti byly léky, obsahující účinné látky, vždy podávány orálně či injekčně. Avšak mnoho 
nově vynalezených a objevených léčiv má hydrofobní charakter, tudíž nejsou rozpustné ve vodě, jež je 
hlavní součástí biologického prostředí, což vede k vážným problémům při jejich klinické aplikaci. 
Nové poznatky a znalosti lidského těla přinesly objev bioaktivních molekul, který umožnil vznik ideje  
o systémech cílených nosičů léčiv (drug delivery systems, DDS), které díky jejich agregačním 
schopnostem zapouzdří a následně rozmístí medikamenty do daných částí v těle organismu, a které 
mohou být ovládány pomocí fyzikálních nebo chemických spouštěcích mechanismů, přičemž je léčivo 
postupně uvolňováno a nosič nakonec biologicky odbourán. 
Bylo navrhnuto mnoho způsobů provedení této myšlenky. Jedním z nich je použití polymerních 
micel, jež minimalizují degradaci a toxicitu léčiv. Jsou schopné pojmout a zároveň uvolnit hydrofobní, 
ve vodě málo rozpustná léčiva, čímž zvyšují jejich použitelnost v biologických systémech a umožňují 
jejich intravenózní aplikace. Vyznačují se malými koncentracemi, které jsou potřeba k jejich účinné 
aplikaci, úzkou distribucí a malými rozměry, jsou stabilní po podání do živého organismu a nejsou 
navíc škodlivé pro játra ani vylučovací systém, jelikož mohou být připraveny z biokompatibilních  
a biodegradabilních blokových polymerů, které se hydrolyticky štěpí na biologicky akceptovatelné 
sloučeniny, jež jsou následně redukovány na oxid uhličitý a vodu. Výroba polymerních materiálů je 
kromě toho jednoduchá a jejich fyzikální vlastnosti mohou být ovlivňovány molekulární syntézou.  
První výzkumy se zabývaly přírodními polymery, především kolagenem a celulózou, avšak 
poslední studie jsou založeny na chemicky syntetizovaných polyanhydridech, polyesterech, 
polyakrylových kyselinách i polyurethanech, zejména pak na amfifilních blokových kopolymerech  
z těchto jednotek složené.  
V této práci je studováno agregační chování, fyzikální stabilita i vlastnosti polymerních micel, 
které jsou tvořeny blokovým kopolymerem složeným z poly(ethylenglykolu) a poly(ε–kaprolaktonu),  
a to na základě využití zejména fluorescenční spektroskopie. Je zde také diskutováno a zhodnoceno 
použití daného kopolymeru pro cílený transport léčiv. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Amfifilní blokové kopolymery 
 
Makromolekulární látky jsou sloučeniny, jež jsou složeny z opakujících se základních stavebních 
jednotek – monomerů, které jsou spojeny kovalentní vazbou. Pokud jsou polymerní řetězce tvořeny 
z chemicky stejných jednotek, nazývají se homopolymery. Kopolymery jsou ovšem makromolekulární 
sloučeniny, jež se skládají ze dvou či více nestejných monomerů, jejich složení je proto heterogenní. 
Podle rozdělení monomerů (A a B) se rozlišují tyto druhy kopolymerů s rozdílnou strukturou [1]: 
alternační, periodické, statistické a blokové pro lineární řetězce, pro rozvětvené řetězce hovoříme  
o kopolymerech roubovaných.  
Blokový kopolymer je složen z jednotlivých úseků řetězce polymerů, které jsou tvořeny 
monomery, přičemž se tyto monomery liší alespoň o jeden konstituční či konfigurační znak. Bloky 
mohou obsahovat více než sto stavebních jednotek [1, 2] a jejich struktura je rozmanitá. Mohou se 
tvořit diblokové, triblokové i polyblokové kopolymery s různým strukturním uspořádáním  
viz Obrázek 1 [3]. 
 
 
 
Obrázek 1 Struktura blokových kopolymerů. 
 
Vlastnosti kopolymerů jsou určeny druhem polymerů, ze kterých jsou složeny, a způsobem vazby 
mezi jednotlivými monomery tvořících polymerní řetězec. Výsledného a požadovaného chování 
kopolymeru lze tudíž dosáhnout vhodnou kombinací jednotlivých komponent. Tato skutečnost 
umožňuje ladit vlastnosti kopolymeru podle nároků a potřeby, což znamená, že spojením sekvencí 
rozdílných monomerů lze získat kopolymerní systémy, které vykazují různorodé chemické a fyzikální 
chování. Například kysele reagující segmenty s bazickými, krystalické s amorfními, transparentní  
s nepropustnými pro fotony určité vlnové délky, houževnaté s křehkými či tvrdé s měkkými, elastické  
s tuhými nebo vodivé s izolujícími, polární s nepolárními a také hydrofilní s hydrofobními, čímž 
kopolymer získá difilní neboli amfifilní vlastnosti, díky nimž je kopolymer v roztocích schopen tvořit 
agregáty [3, 4]. 
 
2.1.1 Typy používaných polymerů 
Jak je známo, každý polymer se liší svou strukturou, výskytem funkčních skupin a způsobem 
vazby, takže vykazuje rozdílné vlastnosti spojené s určitými výhodami a nevýhodami. Proto jsou  
pro syntézu amfifilních blokových kopolymerů vybírány polymery s příslušnými vlastnostmi podle 
daných účelů použití. Při tvorbě nového blokového kopolymeru jsou zohledňována kritéria, která  
z hlediska cílení léčiv umožňují dosáhnout těch nejlepších vlastností. Jedná se především  
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o biokompatibilitu polymeru s živým organismem, bioresorbovatelnost bez vzniku škodlivých látek  
a obzvláště biodegradabilitu, což znamená, že je polymer biologicky rozložitelný. Biodegradace 
polymerů nastává vlivem fotodegradace, oxidace nebo hydrolýzy v biologickém prostředí a prakticky 
zahrnuje enzymatický rozklad způsobený živými organismy.  
Ve většině systémů je hydrofilní část tvořená polyethery jako poly(ethylenglykolem) (PEG) 
neboli poly(ethylenoxidem) (PEO), může být ovšem také tvořena jinými polymery jako například 
poly(trimethylenkarbonátem) nebo poly(vinylpyrrolidonem). Hydrofobní polymerní sekvence se 
mohou skládat z derivátů poly(L-aminokyselin), jejichž typickými zástupci jsou poly(L-aspartát) 
(PAsp) a poly(L-glutamát) (PGlu) či poly(L-lysin) (PLys) a poly(histidin) (PHis). Dalšími často 
používanými hydrofobními polymery jsou polyestery, zejména poly(glykolová kyselina) (PGA)  
a poly(mléčná kyselina) (PLA), poly(ε–kaprolakton) (PCL) nebo poly(β–hydroxybutyrát) (PHB), 
poly(butylentereftalát) (PBT) i poly(butylensukcinát) (PBS) [5-8]. 
 
2.1.2 Kopolymer poly(ethylenglykol)-b-poly(ε–kaprolakton)  
Poly(ethylenglykolem) je nazýván nízkomolekulární poly(ethylenoxid), jež vzniká heterogenní 
polymerací ethylenoxidu a vyznačuje se následujícím strukturním vzorcem (1), přičemž atom kyslíku 
je v gauche konfiguraci a důsledkem toho jsou intermolekulární dipólové síly orientovány podél osy 
šroubovice řetězce: 
 
 CH2 CH2 O
n 
(1) 
 
Tento termoplastický polymer s relativní molekulovou hmotností (číselný střed nM ) od 200  
do 20 000 je viskózní kapalinou, za pokojové teploty zcela rozpustnou ve vodě, avšak s rostoucí 
teplotou dochází k poklesu této rozpustnosti a k jeho srážení z vodných roztoků. PEG je dále 
rozpustný v některých organických rozpouštědlech, zejména v chlorovaných uhlovodících,  
při zvýšených teplotách také v aromatických uhlovodících. Díky jeho polaritě je PEG nerozpustný  
v benzínech a dobře odolává hydrolýze. 
Z toxikologického hlediska je PEG biodegradabilní polymer a jeho toxicita byla testována pomocí 
mnoha expozičních postupů na zvířatech, přičemž bylo zjištěno, že PEG nezpůsobuje žádné 
podráždění kůže ani očí. Využití nachází v kosmetickém i farmaceutickém průmyslovém odvětví či  
v biomedicínských aplikacích. Používá se jako zahušťovadlo inkoustů, barev a latexů, jako obalový 
materiál pro potraviny nebo v podobě mazadel a flokulantů pro čištění odpadních vod [9, 10]. 
Poly(ε–kaprolakton) patří do skupiny lineárních polyesterů a je syntetizován pomocí ring-opening 
polymerizace ε–kaprolaktonu. Jeho relativní molekulová váha se pohybuje v rozmezí od 2 000  
do 80 000 [11]. Ve své struktuře (2) obsahuje polární esterovou vazbu, jež podléhá hydrolýze, a pět 
nepolárních methylenových skupin: 
 
 CH2 CH2 CH2 CH2 CH2 C
O
O
n
 
(2) 
 
PCL je semikrystalický termoplast a jeho krystalinita klesá s rostoucí molekulovou váhou. 
Rozpouští se nejen v chlorovaných a aromatických uhlovodících, nýbrž i v cyklohexanonu  
a 2-nitropropanu. Nerozpustný je v alifatických uhlovodících, diethyletheru, alkoholech a díky svým 
hydrofobním vlastnostem také ve vodě. Mezi polyestery je navíc ojedinělá jeho dobrá mísitelnost  
s řadou dalších polymerů [6, 11]. 
V průmyslové výrobě se PCL používá jako přísada do polymerních pryskyřic a lepidel laminátů, 
jako pojivo a plastifikátor pro keramické směsi či ve výrobě polyurethanů. Důsledkem toho, že je 
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biodegradabilní i permeabilní, nachází využití v řadě medicinálních aplikací [11, 12]. Nicméně další 
potenciální aplikace v této oblasti jsou značně omezovány jeho vysokou hydrofobicitou  
a krystalinitou, které jeho biodegradabilitu a kompatibilitu s tkáněmi značně snižují [13]. Další 
nevýhodou jsou nevyhovující interakce PCL s živými buňkami, protože údajně způsobuje zápaly, 
záněty, infekce i tkáňové nekrózy. Tyto problémy lze odstranit začleněním hydrofilního PEG do jeho 
hlavního řetězce a vznikne tak amfifilní kopolymer, jež je biokompatibilní, netoxický, a pokud je jeho 
relativní molekulová hmotnost menší než 40 000, tak také snadno vylučitelný z lidského organismu 
filtrací z krve v ledvinách [14].  
 
2.2 Amfifilní blokové kopolymery v roztocích 
 
Po termodynamické stránce každý polymer, který je rozpouštěn v rozpouštědle, podléhá Gibbsově 
energii míšení ΔGsm, jež se skládá ze dvou členů – entalpie míšení ΔHsm a entropie míšení ΔSsm: 
 
 smsmsm STHG   (3) 
 
Dosazením vztahů pro tyto termodynamické parametry, získaných pomocí statistické 
termodynamiky, vznikne tzv. Flory-Hugginsova rovnice, kde n je látkové množství a φ objemový 
zlomek jednotlivých složek: 
 
  212211sm lnlnTR  nnnG   (4) 
 
Pro členy v závorce platí, že první dva jsou záporné a třetí, entalpický příspěvek, nabývá hodnot 
kladných. Tudíž z této rovnice vyplývá, že změna Gibbsovy energie, a proto i mísitelnost systému 
dvou látek, závisí na velikosti bezrozměrného Flory-Hugginsova interakčního parametru χ. Tento 
parametr popisuje interakce dvou různých látek a termodynamickou způsobilost rozpouštědla pro daný 
polymer. Zda je tedy rozpouštědlo vhodné, jinými slovy dobré nebo špatné pro určitý polymer, závisí  
na jeho velikosti, čili na vlivu změny kohezní energie při vzniku směsi [15]. 
V roztocích podléhá fázové chování kopolymeru interakcím mezi segmenty polymerů  
a molekulami rozpouštědla, stejně jako interakcím mezi jednotlivými bloky tvořící kopolymer. Jestliže 
je prostředí pro obě složky kopolymeru dobrým rozpouštědlem, dochází k molekulárnímu rozpouštění 
kopolymeru. Avšak v případě, že disperzní prostředí tvoří rozpouštědlo, jež je špatné, tzv. selektivní  
pro jednu složku kopolymeru, dochází ke vzniku agregátů koloidních rozměrů [3]. 
 
 
 
Obrázek 2 Jednomolekulární micelární agregát diblokového kopolymeru [16]. 
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U isolovaného řetězce amfifilního blokového kopolymeru v selektivním rozpouštědle pro jeden  
z bloků dojde ke změně konformace tak, že jednotlivé segmenty lyofobního polymeru sníží svou 
vzájemnou odpudivost, čímž se zmenší vyloučený objem a tato část se jakoby zhroutí do tvaru globule 
(viz Obrázek 2). Od nevlídného prostředí rozpouštědla je chráněna lyofilním blokem, který takto 
minimalizuje jakékoliv interakce mezi nerozpustným blokem a rozpouštědlem. 
Obrázek 3 znázorňuje všeobecně přijímanou strukturu sférického agregátu, tvořeného mnoha 
řetězci diblokových kopolymerů. Lyofobní část, jež vykazuje neochotu ke styku s molekulami 
rozpouštědla, vytváří kompaktní vnitřní jádro. Pokud je rozpouštědlo vysoce selektivní, dá se říci, že 
se chování řetězců v jádře podobá chování homopolymerů. Ovšem je-li rozpouštědlo méně selektivní, 
může dojít k nabobtnání jádra, a to právě díky molekulám rozpouštědla. Lyofilní část poté tvoří vnější 
obal neboli korónu agregátu. Amfifilní blokové kopolymery, z nichž je jedna složka tvořena 
hydrofobním, ve vodě nerozpustným polymerem, a druhá hydrofilním, ve vodě rozpustným 
polymerem, tak ve vodě asociují za tvorby micel [16]. 
 
 
 
Obrázek 3 Vícemolekulární sférická micela diblokového kopolymeru [16]. 
 
2.2.1 Polymerní micely 
Micely utvořené z blokových kopolymerů, jejichž velikost se nachází v koloidní sféře, tj. 1 nm až 
do 1000 nm, jsou reverzibilní systémy, závislé na fyzikálních podmínkách, avšak nezávislé  
na historii soustavy, analogicky jako micely tvořené nízkomolekulárními tenzidy [18]. Vznikají 
spontánně, samouskupovacím (tzv. self-assembly) mechanismem jednotlivých polymerních molekul 
[17], který je výsledkem rozpouštědlové selektivity jednotlivých bloků. Jak již bylo uvedeno, 
hydrofilní segmenty ve vodném prostředí vytváří ochranný obal kolem hydrofobního jádra, čímž 
snižují mezifázovou povrchovou energii, která je hlavní řídící silou micelizace [19]. 
 
2.2.1.1 Struktura polymerních micel 
Pro morfologii polymerních micel zpravidla platí, že pokud je hydrofilní segment delší než 
hydrofobní, nabývá micela sférického tvaru. Tento případ se vyskytuje nejčastěji. Na druhou stranu,  
s rostoucí délkou hydrofobních řetězců oproti hydrofilním se mohou tvořit i jiné struktury a micely 
mohou nabývat jiných tvarů, přičemž jsou známy například tyčinkovité či destičkovité typy 
uspořádání [7, 17, 19]. 
Při studiu cílených nosičů léčiv jsou nejčastěji používanými kopolymery amfifilní diblokové 
(hydrofobní-hydrofilní) a triblokové (hydrofilní-hydrofobní-hydrofilní), jejichž proces utváření 
polymerních micel znázorňuje Obrázek 4 [19, 20].  
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Obrázek 4 Příklady utváření struktur polymerních micel z amfifilních  
diblokových a triblokových kopolymerů v roztocích [20]. 
 
2.2.1.2 Charakterizace polymerních micel 
Proces asociace polymerních jednotek do micelárních agregátů je termodynamický jev, který je 
ovlivňován složením a stavbou hlavního řetězce kopolymeru i jeho koncentrací [19]. Molekuly 
kopolymeru se při nízké koncentraci nacházejí ve vodném roztoku ve stavu samostatných molekul 
(unimerů) a až po dosažení určité koncentrace, nazývané kritická micelární koncentrace (critical 
micelle concentration, CMC), dochází k procesu micelizace. Tak jako výsledný tvar micely, CMC 
také závisí na délce hydrofobního řetězce. Čím je hydrofobní blok delší, tím je detekována nižší 
hodnota CMC [17, 19]. Naopak délka hydrofilního bloku není pro hodnotu CMC nijak zvlášť 
významná [5, 21]. Pojem kritická micelární teplota (critical micelle temperature, CMT) vyjadřuje 
teplotu za konstantní koncentrace polymerních molekul, při které již řetězce asociují a tím vznikají 
první agregáty [22]. 
Počet polymerních řetězců, které se podílejí na vzniku micely, se nazývá agregační číslo N a je 
dáno touto jednoduchou rovnicí, kde M vyjadřuje molekulovou hmotnost micely a M0 molekulovou 
váhu kopolymeru: 
 
 
0M
M
N   (5) 
 
Hodnota agregačního čísla je pro micely různá, většinou se pohybuje od desítek až po stovky 
polymerních řetězců a značně ovlivňuje velikost polymerní micely. Ta je také ovlivňována strukturou 
kopolymeru, distribucí jeho molekulových hmotností a poměrem mezi hydrofilní a hydrofobní částí. 
Vzhledem k tomu, že micely jsou fyzikálně uspořádané struktury, podléhají také vlivu prostředí neboli 
rozpouštědla a působení okolních podmínek, zejména pak iontové síly, pH a teploty [19]. 
Při vzniku micel nastává rovnováha mezi unimery a agregáty: 
 
 MMN  0  (6) 
 
Pro relativně velké agregační číslo tuto asociaci v ideálním roztoku popisuje rovnovážná 
konstanta K, jež vyjadřuje termodynamickou stabilitu micelárního systému [17]: 
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  
 
 TGN
M
M
K
N
Rexp 0
0
  (7) 
 
ΔG0 je v tomto případě změna Gibbsovy volné energie, která nastává vlivem asociace unimerů  
v micelární agregáty podle rovnice (6), což je pro kopolymery ve vodě entropicky řízený proces [16]. 
Gibbsova volná energie je také dána následující rovnicí [16, 22, 23], kde R je univerzální plynová 
konstanta a T je absolutní teplota:  
 
  CMClnR0 TG   (8) 
 
Dalšími charakteristikami micelárních systémů jsou gyrační poloměr micely RG či 
hydrodynamický poloměr micely RH a následně poloměr jádra L a obalu micely RC (viz Obrázek 5) 
[22]. 
 
 
 
Obrázek 5 Schematické znázornění poloměru jádra L, poloměru obalu micely RC a mezifázového 
rozhraní mezi segmenty kopolymeru AB v rozpouštědle selektivním pro blok A [22]. 
 
2.2.1.3 Příprava polymerních micel 
Pro studium procesu agregace blokových kopolymerů je nutné, abychom dosáhli přechodu 
soustavy z hrubo-disperzní na koloidně-disperzní soustavu. Pro přípravu polymerních micel 
blokových kopolymerů lze proto použít několika následujících technik. 
První technika zahrnuje rozpuštění kopolymeru v rozpouštědle, v němž jsou rozpustné oba 
polymery tvořící blokový kopolymer. Většinou jsou tato rozpouštědla organického typu jako například 
dimethylformamid (DMF), dimethylsulfoxid (DMSO) či dimethylacetamid (DMAc). Následně musí 
být podmínky, jako například složení rozpouštědla, nastaveny a pozměněny tak, aby začalo docházet  
k tvorbě micel. Tohoto se dosáhne přidáním selektivního rozpouštědla pro jeden z bloků, což je  
v případě hydrofilních-hydrofobních kopolymerů voda [22]. Hydratace se může provést pomalým 
přikapáváním vody do roztoku či vstříknutím roztoku do vody. Druhá technika zahrnuje opět 
rozpuštění ve vhodném rozpouštědle pro všechny segmenty blokového kopolymeru, avšak následně je 
toto rozpouštědlo vysoušeno tak dlouho, dokud se na dně nádoby nevytvoří tenký film. Poté je  
do nádoby přidána předehřátá voda [24]. Takto se získají polymerní micely, jež jsou dispergovány  
ve vodném prostředí. 
Původní rozpouštědlo může být z roztoku odstraněno mnoha způsoby. Nejčastěji užívaný způsob 
je podrobení vzorku po rozpuštění veškerého kopolymeru dialýze proti vodě. Existují však i jiné 
způsoby jako například odpaření původního, v některých případech těkavějšího rozpouštědla, a to 
zvýšením teploty či snížením tlaku [25, 26, 27]. 
13 
Obě uvedené techniky se používají pro kopolymery, jež jsou špatně či omezeně rozpustné  
ve vodě. Avšak pokud je kopolymer dobře rozpustný, lze micelární roztok připravit přímým 
rozpuštěním pevného vzorku kopolymeru ve vodě. Tento proces může být podpořen zahříváním 
roztoku či jeho umístěním pod působení ultrazvukových vln [22]. Výběr techniky přípravy 
polymerních micel tudíž závisí na vlastnostech zkoumaného blokového kopolymeru. 
 
2.2.2 Solubilizace nízkomolekulárních látek 
Jedna z nejvýznamnějších vlastností polymerních micel amfifilních blokových kopolymerů je 
schopnost zvyšovat rozpustnost špatně rozpustných, nepolárních a nízkomolekulárních sloučenin  
ve vodě. Tento jev je umožněn díky anizotropnímu rozložení vody jako rozpouštědla, jelikož 
koncentrace vody klesá od povrchu a obalu micely směrem k jejímu středu, kde se nachází jádro  
s hydrofobní složkou. Rozpustnost nízkomolekulárních látek v roztocích polymerních micel proto 
závisí na jejich polaritě. Nepolární sloučeniny se rozpustí v jádře micely a sloučeniny se střední 
polaritou se budou nacházet v určité vzdálenosti od středu micely [20]. 
Vzhledem ke skutečnosti, že spousta nově objevených a vynalezených léčiv je ve vodě jako 
hlavním biologickém prostředí vysoce nerozpustná, mohou polymerní micely sloužit pro jejich 
solubilizaci uvnitř jádra micely (viz Obrázek 6) a také pro jejich dopravu na určené místo jako tzv. 
cílené nosiče léčiv (drug delivery systems, DDS) [28, 29]. 
Použití polymerních micel navíc přináší jisté výhody. Srovnáním s micelami tvořenými tenzidy, 
jsou tyto systémy dlouhodobě stabilnější, a tudíž zajišťují dostatečně dlouhou dobu cirkulace léčiva  
v krevním oběhu a jeho delší expozici v organizmu, což zvyšuje akumulaci na cíleném, požadovaném 
místě. Výsledkem může být i snížení četnosti dávek léčiva [20, 30]. Další výhodou je, že vnější 
hydrofilní obal micely chrání léčivo před retikuloendoteliálním systémem (RES), jehož součástí jsou 
makrofágy, které z organizmu odstraňují cizorodé látky [31]. Navíc asociace amfifilních blokových 
kopolymerů nastává při relativně nízkých hodnotách CMC [32, 33]. 
 
 
 
 
Obrázek 6 Schéma polymerní micely amfifilního diblokového kopolymeru  
s nízkomolekulární látkou solubilizovanou v jádře micely [34]. 
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2.2.3 Experimentální metody charakterizace amfifilních blokových kopolymerů 
Pro studium procesu micelizace a fyzikální stability polymerních micel blokových kopolymerů 
existuje mnoho experimentálních metod, přičemž každá technika nám podává jiné informace  
o studovaném polymerním systému [16]. Základním principem každé metody pro charakteristiku 
polymerních micel je však skutečnost, že polymerní roztoky vykazují jiné fyzikální vlastnosti  
nad a pod hodnotou koncentrace CMC. Proto je obvykle změna vlastností polymerních micel  
v závislosti na jejich koncentraci indikátorem počátku micelizace [19, 22]. 
Mezi nejčastěji používané metody patří statický rozptyl světla (static light scattering, SLS), 
dynamický rozptyl světla (dynamic light scattering, DLS), maloúhlový rozptyl rentgenového záření 
(small angle x-ray scattering, SAXS), transmisní elektronová mikroskopie (TEM), skenovací 
elektronová mikroskopie (SEM), viskozimetrie, ultracentrifugace, dále fluorescenční spektroskopie  
a NMR spektroskopie [16, 22]. Tabulka 1 obsahuje shrnutí těchto metod a informace o vlastnostech 
polymerních micel blokových kopolymerů, jež nám poskytují: 
 
Tabulka 1 Experimentální metody stanovující vlastnosti polymerních micel [22]. 
Metoda Vlastnosti polymerních micel 
TEM tvar, velikost 
SAXS průměrná molekulová hmotnost, RG, RC 
SLS průměrná molekulová hmotnost, RG 
DLS velikost, RH 
SEC RH 
Ultracentrifugace molekulová hmotnost (Z-průměr) 
Fluorescenční spektroskopie  stacionární: průběh agregace (CMC, CMT), polarita 
prostředí, viskozita, pH  
 časově rozlišená: rozložení látky v micele, N 
 korelační: difúze, RH, koncentrace 
 spojené techniky: změny ve velikostech 
NMR spektroskopie dynamika řetězců 
Viskozimetrie RH 
 
V případě kopolymeru PEG–PCL budou informace o velikosti polymerních micel získány 
metodou DLS. Vlastnosti vnitřního prostředí a CMC polymerních micel budou stanoveny za použití 
fluorescenční spektroskopie. Pro analytické stanovení kopolymeru nejlépe poslouží infračervená 
spektroskopie.  
 
2.3 Fluorescenční spektroskopie 
 
Při styku hmoty s elektromagnetickým zářením dochází ke dvěma typům interakcí: k absorpci či 
rozptylu záření. Při absorpci světelné energie fotonů v molekule dochází k excitaci elektronů a k jejich 
přechodům z vazebných i nevazebných molekulových orbitalů do protivazebných orbitalů. Jelikož 
jsou takto excitované molekuly vysoce nestabilní, dochází k jejich zpětné deexcitaci. Fluorescence 
patří spolu s fosforescencí mezi fotoluminiscenční jevy, při kterých při zpětné deexcitaci elektronů  
do základního stavu dochází k emisi fotonů. Fluorescenční spektroskopie je tedy metoda založená  
na charakterizaci vlastností tohoto emitovaného záření [35]. 
Proces excitace a deexcitace elektronů je znázorněn v Jabłońskiho diagramu (Obrázek 7), jež 
popisuje procesy v molekule probíhající při výměně energie. Absorpcí záření o určité vlnové délce 
dochází v molekule k excitaci elektronů ze základního stavu (S0) do vyšších excitovaných stavů  
a jejich vibračních hladin. Pokud má excitovaný elektron opačný spin než párový elektron v základní 
hladině, jde o singletový excitovaný stav (S1, případně S2), který je spinově dovolený 
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(pravděpodobný). Po excitaci elektronu na jednu z vyšších vibračních hladin excitovaného stavu 
dochází k vibrační relaxaci elektronu na nejnižší vibrační hladinu nejnižšího excitovaného stavu. Nyní 
může dojít k mnoha procesům, avšak eventuálně nejčastěji dochází k těmto třem případům:  
1) k zářivému přechodu elektronu do základního stavu a jeho vyšších vibračních  
stavů – fluorescenci, 
2) k nezářivému přechodu způsobeného vnitřní konverzí, 
3) k mezisystémovému přechodu elektronu ze sigletového stavu do tripletového 
excitovaného stavu (T1), kde má elektron stejný, paralelní spin a který je spinově 
zakázaný (méně pravděpodobný). Fosforescence je zářivý přechod z tripletového 
excitovaného stavu.  
Jelikož mezisystémový přechod ze singletového stavu do tripletového stavu trvá určitou dobu, 
odeznívá fosforescence oproti fluorescenci se zpožděním. Dohasínání fluorescence se pohybuje  
v řádech 10-10 s až 10-7 s, dohasínání fosforescence pak v řádech 10-6 s až 1 s [37]. 
Fluorescenční sondy neboli látky, jež vykazují po interakci s elektromagnetickým zářením 
zářivou deexcitaci, musí být schopné toto elektromagnetické záření absorbovat. Při absorpci 
elektromagnetického záření a pro přechod elektronů ze základního stavu do vyšších excitovaných 
stavů musí být splněny dvě podmínky. První se nazývá Bohrova rezonanční podmínka a popisuje, že 
aby došlo k absorpci, musí mít daná vlna elektromagnetického záření tu samou energii jako rozdíl 
energií mezi původním a excitovaným stavem. Druhá podmínka se týká přechodového momentu 
molekuly fluoroforu. Aby daná molekula absorbovala kvantum záření, musí být přechodový moment 
molekuly otočen do roviny, ve které kmitá elektrická složka elektromagnetického záření. Přechodový 
moment rozhoduje, zda dojde při excitaci k přechodu z S0 do S1 či S2. Přechodový moment závisí  
na struktuře molekuly i jejím dipólovém momentu a ovlivňuje tak absorpci excitačního záření. 
 
 
 
Obrázek 7 Jabłońskiho diagram. Modře je znázorněna absorpce, zeleně fluorescence, červeně 
fosforescence a černě nezářivé přechody zahrnující vnitřní konverze, vibrační relaxace  
a mezisystémové přechody [36]. 
 
2.3.1 Stacionární fluorescence 
Stacionární (tzv. steady-state) fluorescenční spektroskopie je měření fluorescence za ustáleného 
stavu, tudíž při konstantním osvětlení a současném pozorování zkoumaného objektu. Vzorek je 
ozařován kontinuálním světelným paprskem, přičemž je zaznamenávána intenzita emitovaného záření 
16 
[35]. Instrumentace fluorimetru (viz Obrázek 8 s pravoúhlou konfigurací) se skládá ze zdroje záření, 
emisního a excitačního monochromátoru se soustavou štěrbin, měřící cely a detektoru. 
Výstupní charakteristikou stacionární fluorescenční spektroskopie jsou excitační, emisní, případně 
synchronní spektra. Excitační spektrum popisuje závislost intenzity fluorescence na vlnové délce 
budícího záření při konstantní vlnové délce emitovaného záření. Naopak je tomu u emisních spekter, 
která znázorňují závislost intenzity fluorescence na vlnové délce emitovaného záření při konstantní 
vlnové délce excitačního záření. Protože po absorpci fotonů dochází také ke ztrátě energie díky 
nezářivým deexcitacím, vnitřním konverzím a vibračním relaxacím, jsou emisní spektra oproti 
absorpčním posunuta k vyšším vlnovým délkám. Charakteristický je pak pro tato spektra  
tzv. Stokesův posun, který je rozdílem vlnových délek mezi emisními a excitačními maximy [35]. 
 
1
2
3
4
5
6
 
 
Obrázek 8 Schéma instrumentace stacionární fluorescence na fluorimetru: 1 – zdroj záření 
(výbojka), 2 – excitační monochromátor, 3 – štěrbiny, 4 – měřící cela se vzorkem,  
5 – emisní monochromátor, 6 – detektor (fotonásobič). 
 
Mírou intenzity fluorescence je kvantový výtěžek fluorescence ϕF, který vyjadřuje poměr mezi 
počtem vyzářených kvant a počtem absorbovaných zářivých kvant. Je vyjádřen vztahem, kde Γ 
znamená rychlostní konstantu zářivého přechodu, respektive knz nezářivého přechodu: 
 
 
nz
F
k

  (9) 
 
Závislost intenzity fluorescence na koncentraci fluoreskující látky je lineární pouze při nízkých 
koncentracích, jelikož ve vyšších koncentracích dochází ke zhášení (tj. snižování intenzity  
a kvantového výtěžku) fluorescenčního záření z důvodu opětovné absorpce emitovaného záření.  
Pro nízké koncentrace byl z Lambert-Beerova zákona odvozen tento vztah závislosti intenzity 
fluorescence IF při daných vlnových délkách excitace λE a emise λF na koncentraci c fluoreskují látky: 
 
          clIkI  EE0FλFEF 3,2exp1,   (10) 
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kde k je faktor závislý na instrumentačních parametrech, I0 vyjadřuje intenzitu dopadajícího 
záření, ε absorpční koeficient a l optickou dráhu [37]. 
Při stanovení a měření se také uplatňuje vliv vnitřního filtračního efektu, který zkresluje hodnoty 
intenzity fluorescence. Při prostupu excitačního záření zkoumaným vzorkem dochází k absorpci části 
tohoto záření, čímž se snižuje zářivý tok k fluoroforům ve středu kyvety. Ten samý jev nastává rovněž 
u emisního záření, kdy prostupem tohoto záření ze středu kyvety se vzorkem dochází k opětovné 
absoprci tohoto záření molekulami fluoroforu. Pro korekci získaných hodnot se proto používá 
následující vztah, kde AEX a AEM jsou absorbance při určité excitační či emisní vlnové délce: 
 
 )(
2
KOR 10
EMEX AA
l
II

  (11) 
 
2.3.2 Časově rozlišená fluorescence 
Druhým typem měření za použití fluorescenční odezvy je časově rozlišená (tzv. time-resolved) 
fluorescence, která se používá pro zkoumání úbytku intenzity emitovaného záření fluoroforu  
v závislosti na čase. Vzorek s fluoroforem je vystaven světelnému pulzu, přičemž délka pulzu je kratší 
než doba života excitovaného stavu. V čase t = 0 s se excituje určité množství molekul fluoroforu A  
do vyššího excitovaného stavu A*, které následně zpětně podléhají deexcitaci. Fluorescence  
(tzn. zářivá deexcitace) probíhá podle této rovnice: 
 
 hAA*  (12) 
 
Toto zanikání excitovaných molekul lze vyjádřit pomocí základní kinetické rovnice, kde [A*] 
vyjadřuje koncentraci excitovaných molekul fluoroforu v čase t, [A*]0 koncentraci excitovaných 
molekul v čase t = 0 s a τ představuje dobu života excitovaného stavu: 
 
     







t
expAA 0
**
 (13) 
 
Doba života excitovaného stavu nezávisí na excitační vlnové délce a je jednou  
z nejvýznamnějších charakteristik fluoroforu. Jelikož je intenzita fluorescence I úměrná koncentraci 
excitovaných molekul [37], lze pokles intenzity vyjádřit tímto vztahem [35]: 
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


t
II exp0  (14) 
 
Jednou z často používaných technik měření dob života je tzv. time-correlated single photon 
counting (TCSPC), tedy zaznamenávání jediného fotonu. Světlo-emitující dioda (light-emitting diode, 
LED) opakovaně vyzařuje světelný pulz, který způsobí excitaci fluoroforu. Během postupných cyklů, 
kdy je zdroj vypnut a zapnut, je měřen čas, při kterém jsou vysokorychlostním detekčním systémem 
zaznamenávány fotony emitovaného záření. Na přibližně sto excitačních pulzů dojde k emisi jednoho 
fotonu, přičemž je sledován čas mezi jeho vyzářením a počátkem excitace. Výstupem je histogram 
počtu fotonů v jednotlivých časových kanálech, tj. jejich distribuce v závislosti na čase (viz  
Obrázek 9), která odpovídá časové závislosti poklesu intenzity fluorescence fluoroforu [38]. 
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Obrázek 9 Princip detekce intenzity fluorescence v závislosti na čase. 
(Zeleně je označen excitační pulz.) [35] 
 
2.3.3 Fluorescenční sondy 
V případě rozpuštění fluoroforu v rozpouštědle se může změnit jeho elektronová struktura, a tedy 
i jeho elektronové spektrum. Následkem silného vlivu okolního prostředí na absorpci 
elektromagnetického záření a emisi fluorescenčního záření jsou molekuly vykazující fluorescenci 
používané jako sondy pro studium charakteristiky prostředí ve fyzikálně-chemických systémech [37]. 
Díky této skutečnosti lze proto zkoumat polaritu hydrofilních, hydrofobních, a proto i amfifilních 
systémů tvořících agregáty. Konkrétně u roztoků amfifilních blokových kopolymerů dochází  
k solubilizaci hydrofobních fluoroforů v hydrofobních částech polymerních micel a takto lze 
fluorescenční spektroskopií určit jak vlastnosti vnitřního prostředí uvnitř jádra micel, tak hodnotu 
CMC, při které agregáty vznikají. 
 
2.3.3.1 Pyren  
Tato sloučenina patřící do skupiny aromatických uhlovodíků s vysokým stupněm 
delokalizovaných elektronů je silně hydrofobní látka, velmi citlivá na polaritu rozpouštědla [39].  
V případě vodných roztoků blokových kopolymerů se pyren při koncentraci nižší než CMC nachází  
ve vodném, polárním prostředí, kde je jeho rozpustnost velmi nízká. Při dosažení CMC, kdy 
polymerní řetězce začnou tvořit agregáty, se pyren solubilizuje v hydrofobním prostředí uvnitř jader 
polymerních micel [21], což se projeví několika jevy:  
1) zvýšením intenzity fluorescence,  
2) tzv. bathochromním (červeným) posunem v excitačním spektru, který znamená posun maxima 
excitace k větším vlnovým délkám,  
3) změnou intenzity prvního a třetího maxima v emisním spektru,  
4) možným výskytem tzv. excimeru neboli excitovaného dimeru, který vzniká interakcí 
molekuly pyrenu v excitovaném stavu s molekulou pyrenu v základním stavu. 
Všechny tyto změny se projeví ve fluorescenčním spektru pyrenu – viz Obrázek 12, který 
obsahuje emisní a excitační spektra pyrenu ve dvou různých prostředích, ve vodě a v acetonu. 
Hodnoty obou excitačních spekter jsou normalizovány na maximum intenzity fluorescence  
při 335 nm. Emisní spektra pyrenu jsou naopak normalizována na hodnotu třetího maxima intenzity 
fluorescence. 
Pyren jako fluorescenční sonda tak může signalizovat počátek micelizace [21, 40]. CMC lze určit 
vynesením závislosti polaritních indexů na koncentraci zkoumané látky. Emisní polaritní index 
(EmPI) lze získat z emisních spekter a to podílem intenzit prvního a třetího maxima (I1/I3). Excitační 
polaritní index (ExPI) pak vyjadřuje podíl intenzit fluorescence při vlnových délkách 333 nm  
a 338 nm (I333/I338). Výskyt excimeru nastává pouze při vyšší koncentraci pyrenu, kdy dochází  
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ke vzájemnému kontaktu mezi molekulami fluoroforu. Tudíž, dojde-li k solubilizaci pyrenu v jádře 
micely, zvyšuje se tak pravděpodobnost vzniku excimeru, jež se projeví emisí záření ve viditelné 
oblasti o vlnové délce 470 nm [35]. 
 
S0-S2
S0-S1
 
Obrázek 10 Struktura pyrenu s naznačenými přechodovými momenty 
 
2.3.3.2 Perylen 
Perylen také patří do skupiny aromatických uhlovodíků a obsahuje široký systém konjugovaných 
vazeb s π elektrony dvojné vazby. Rovněž se vyznačuje svými silnými hydrofobními vlastnostmi.  
Při zkoumání procesu agregace amfipatických molekul se dosažení CMC projeví zvýšením intenzity 
fluorescence tohoto fluoroforu.  
Obrázek 13 ilustruje emisní a excitační spektra perylenu ve dvou různých typech prostředí, a to 
opět ve vodě a v acetonu. Hodnoty excitačních spekter jsou normalizovány na maximální hodnotu 
intenzity fluorescence v acetonu. Charakteristické emisní spektrum perylenu se vyznačuje třemi 
maximy o přibližných vlnových délkách 438 nm, 465 nm a 497 nm. Pro lepší názornost jsou proto 
emisní spektra perylenu normalizována na intenzitu prvního emisního maxima v acetonu. Doba života 
perylenu je okolo 6 ns a závisí rovněž na typu okolního prostředí [37]. 
 
S0-S2
S0-S1
 
Obrázek 11 Struktura perylenu s naznačenými přechodovými momenty 
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Obrázek 12 Emisní a excitační spektrum pyrenu v acetonu a ve vodě. 
 
 
Obrázek 13 Emisní a excitační spektrum perylenu v acetonu a ve vodě. 
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2.4 Dynamický rozptyl světla 
 
Při styku elektromagnetického záření s hmotou dochází jak k absorpci, tak k rozptylu světla. 
Dynamický rozptyl světla (DLS) neboli kvazielastický rozptyl světla (QELS) či fotonová korelační 
spektroskopie (PCS) slouží ke stanovení velikosti částic.  
Na částice látky, která je rozpuštěná v rozpouštědle, působí molekuly rozpouštědla silou, jejíž 
výslednice určuje směr pohybu částic, který je zcela náhodný a nazývá se Brownův pohyb. Jeho 
intenzita a rychlost je nepřímo úměrná velikosti částice, jak vyplývá z Einstein-Stokesovy rovnice, kde 
Di vyjadřuje difúzní koeficient, kB Boltzmannovu konstantu, T termodynamickou teplotu, η0 viskozitu 
prostředí a ri poloměr zkoumané částice [41]: 
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U této techniky je vzorek osvětlen paprskem záření, přičemž nastane rozptýlení tohoto záření  
na přítomných molekulách (viz Obrázek 14). Vlivem Brownova pohybu dojde k fluktuaci intenzity 
rozptýleného záření, jež je zaznamenávána a vyhodnocena pomocí korelační funkce. Při měření je tak 
sledován pohyb částice v roztoku v závislosti na čase, a pokud známe teplotu i viskozitu prostředí, lze 
tak zjistit hydrodynamický poloměr RH částic ve studovaném vzorku. 
Co se instrumentace týče, zdrojem záření je laser, za kterým je umístěn tlumič, jež reguluje 
intenzitu vyzařovaných paprsků do měřící cely. Rozptýlené záření snímá detektor, který se nachází 
oproti měřící cele pod úhlem 173°. Tento způsob se nazývá detekce zpětného rozptylu. Snižuje vliv 
znečištění vzorku a tzv. efekt mnohonásobného rozptylu, kdy dochází k dalšímu rozptýlení již 
rozptýleného záření na dalších molekulách látky. 
 
3
1
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2
 
 
Obrázek 14 Princip měření dynamického rozptylu světla.  
Vysvětlivky: 1 – detektor, 2 – elektromagnetické záření, 3 – částice, které způsobují rozptyl 
záření, 4 – nerozptýlené záření. 
 
 
2.5 Infračervená spektroskopie 
 
Infračervená (infrared, IR) spektroskopie je založena na absorpci elektromagnetického záření, 
které leží v rozmezí vlnových délek od 1 do 1 000 μm. Je rozděleno na tři části, od 1 do 2,5 μm jako 
blízké IR, střední v rozmezí od 2,5 do 50 μm a daleké pak od 50 μm dále [42]. Při absorpci tohoto 
záření molekulou zkoumané látky dochází ke změně rotačních a vibračních energetických stavů 
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molekuly, což má za následek změnu dipólového momentu molekuly. Tyto rotační a vibrační změny 
zkoumá IR spektroskopie a pomocí ní tak lze identifikovat a potvrdit strukturu dané sloučeniny. 
Vibrace lze všeobecně rozdělit na valenční a deformační. Při valenčních, mezi něž patří 
symetrické (νs) a antisymetrické (νas), dochází ke změně délky vazby. Mezi deformační se řadí 
nůžkové (δ), kolébavé (ρ), kývavé (ω) a torzní (τ) vibrace, přičemž se mění vazebný úhel [43]. 
Spektrum vyjadřuje obvykle závislost transmitance T na vlnočtu v~  a lze rozdělit na dvě oblasti. 
První oblast je typická pro skupinové vibrace a je charakteristická pro určité skupiny. Druhá je 
označována jako tzv. oblast otisků prstů. Projevují se v ní deformační vibrace skupin a celého skeletu 
molekuly, spřažené vibrace a je charakteristická pro danou molekulu. Nalezením absorpcí 
jednotlivých vibrací, výskytem typických absorpčních pásů odpovídající určitým atomům či skupinám 
a srovnáním se spektry podobných či stejných látek, lze dokázat existenci a přítomnost určitých 
atomových skupin [44]. 
 
23 
3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
Blokové kopolymery složené z hydrofobních a hydrofilních homopolymerů jsou díky schopnosti 
utvářet micelární agregáty v rozpouštědlech selektivních pro jeden z bloků studovány po mnoho let. 
Díky struktuře a chování v roztoku umožňují enkapsulaci a transport organických i anorganických 
sloučenin [16, 23, 33]. Zejména amfifilní blokové kopolymery pro své výjimečné vlastnosti nachází 
uplatnění především jako cílené nosiče léčiv, jelikož zvyšují rozpustnost hydrofobních léčiv  
a prodlužují jejich cirkulaci v krevním řečišti [45]. 
Vznik těchto systémů, případně jejich chování v roztocích je závislé na jejich složení a relativních 
délkách jednotlivých bloků stejně tak, jako na metodách jejich přípravy [45].  
Yasugi a kol. připravili diblokový kopolymer poly(ethylenglykol)–poly(D,L–mléčná kyselina)  
(PEG–PLA), jehož  agregační chování sledovali ve vodném prostředí. Připravený kopolymer mohl být 
využit jako potencionální nosič hydrofobních léčiv a to již při značně malých koncentracích, jelikož 
hodnoty kritické micelární koncentrace (CMC), stanovené pomocí fluorescenční spektroskopie  
za použití pyrenu, byly velmi nízké a pohybovaly se již okolo 0,001 g∙l-1 [46]. 
Triblokový kopolymer na bázi poly(mléčné kyseliny) a poly(ethylenglykolu) (PLA–PEG–PLA) 
jako potencionálního nosiče hydrofobního naltrextronu studovali Asadi a kol. Pomocí různých technik 
včetně fluorescenční spektroskopie byly srovnávány vlastnosti polymerních micel i gelů, jejichž 
tvorbu daný systém také vykazoval při vyšších teplotách. Výsledkem bylo, že získaný gel dosahoval 
vynikající stability v závislosti na čase, a zároveň dokázal pojmout a rozpustit velké množství daného 
léčiva [47]. 
Jiang a spol. zkoumali vlastnosti amfifilního diblokového kopolymeru se strukturou  
MePEG–PLA. Polymerní micely tohoto systému byly připraveny metodou dialýzy proti vodě a CMC 
připraveného vzorku byla stanovena na 0,0051 g∙l-1 pomocí fluorescenční spektroskopie. Reakce 
kopolymeru s hydrofobním léčivem byly zkoumány za použití indomethacinu (IMC). Uzavření IMC 
do micelárních agregátů bylo potvrzeno DLS analýzou, jelikož se takto zvětšil poloměr micel. Daný 
kopolymer tedy vykazoval velký potenciál pro využití v oblasti DDS [48]. 
Zhang ve spolupráci s Jiangem a kol. připravili kopolymer složený z MePEG–PDLLA. Velikost 
polymerních micel byla menší než 200 nm, kritická micelární koncentrace se pak pohybovala  
v rozmezí od 0,4 do 0,5 mg∙l-1, přičemž klesala s rostoucí délkou hydrofobních segmentů. Morfologie 
polymerních micel byla zkoumána technikami SEM a TEM, díky nimž bylo ověřeno, že kopolymer 
MePEG–PDLLA tvoří micely sférického tvaru [49]. Li a spol. studovali kopolymer 
poly(ethylenglykol)-b-poly(2–methyl–2–karboxyl–propylenkarbonát-g-dodekanol) (PEG–PCD)  
pro cílený transport hydrofobního léčiva embelinu. Bylo dokázáno, že rozpustnost tohoto léčiva  
v jádře micelárních agregátů je závislá na délce a struktuře hydrofobního bloku [50]. 
V posledních letech se do popředí výzkumného zájmu dostaly blokové kopolymery tvořené PEG 
a PCL, a to především díky amfifilní vlastnosti a schopností tvořit ve vodném prostředí micelární 
agregáty s hydrofobními jádry. [51]. Ve své studii Wei a spol. shrnuli dosavadní poznatky o syntéze, 
fyzikálních a toxikologických vlastnostech i aplikacích kopolymerů tvořených PEG a PCL [52].  
Stabilitu a vlastnosti polymerních micel v závislosti na molekulové hmotnosti PEG a poměru 
mezi hydrofobním a hydrofilním blokem kopolymeru PCL–PEG–PCL zkoumal Zhou se svými 
spolupracovníky [13]. Stejně tak Jette a spol. studovali agregaci a stabilitu polymerních micel 
kopolymerů PEG–PCL, které se lišily molární hmotností PCL. Technikou DLS byl sledován 
hydrodynamický poloměr vznikajících agregátů v závislosti na podílu vody ve vzorku. Bylo zjištěno, 
že rozpouštěním vzorků ve vodě docházelo k tvorbě nabobtnalých struktur, jejichž hydrodynamický 
poloměr se pohyboval v rozmezí od 200 do 800 nm. Dalším ředěním roztoku kopolymeru docházelo  
k tvorbě monodisperzních agregátů, jejichž poloměr dosahoval hodnot od 20 do 60 nm. Interakce 
kopolymeru s léčivy byly sledovány za přítomnosti fenofibrilu jako hydrofobní látky a jeho rozsah 
rozpuštění v hydrofobním jádře byl závislý na délce PCL řetězců. Tudíž čím větší byl poměr mezi 
PCL a PEG řetězci, tím větší množství fenofibrilu bylo rozpuštěno [53]. 
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Xu a kol. připravili amfifilní biodegradabilní triblokový kopolymer PCL–PEG–PCL (zkráceně 
PCEC). Polymerní micely byly připraveny metodou s použitím dialýzy. Proces agregace byl studován 
pomocí fluorescenční spektroskopie a bylo zjištěno, že hodnota CMC klesá s rostoucí délkou 
hydrofobních řetězců PCL. Sférický tvar micel byl dokázán použitím TEM. Jejich velikost, která 
vykazovala velmi úzkou distribuci, byla zkoumána pomocí DLS. Zároveň byly in vitro studovány 
vlastnosti kopolymeru jako nosiče modelového léčiva kyseliny listové [14]. 
Dong a kol. syntetizovali a následně studovali amfifilní AB diblokový kopolymer hvězdicovitého 
typu, který byl tvořený PEG a PCL. Kopolymer vykazoval tvorbu micelárních agregátů přímým 
rozpuštěním ve vodě za pomoci ultrazvuku. Proces agregace, zapouzdření hydrofobního honokiolu 
uvnitř polymerních micel a interakce kopolymeru s touto látkou byly zkoumány pomocí různých 
technik měření. Bylo dokázáno, že micely jsou stabilní a do svých jader uzavírají molekuly honokiolu, 
čímž zvyšují jeho rozpustnost, a tak mohou sloužit jako cílené nosiče pro tuto látku [54]. 
Giacomelli, Lafitte a Borsali se zabývali přípravou a studiem vlastností biokompatibilních micel 
blokového kopolymeru poly(ε–kaprolakton)–poly(ethylenoxidu) (PCL–PEO) ve směsi rozpouštědel 
tetrahydrofuranu a vody. Jako model hydrofobní sloučeniny byl zvolen pyren, jehož zapouzdření  
do hydrofobního jádra micel bylo prokázáno díky fluorescenčním experimentům [27]. 
Pro zvýšení efektivity tvorby micel amfifilních blokových kopolymerů PEG–PCL byly některé již 
dosud studované kopolymery modifikovány začleněním skupin podporujících sesítění z důvodu 
zvýšení jejich stability či navázáním specifických ligandů pro lepší cílení hydrofobních látek. [31] 
Wang a kol. syntetizovali ABC triblokový kopolymer hvězdicovitého typu, který vykazoval 
amfifilní vlastnosti. Vnitřní jádro polymerních micel bylo tvořeno bloky poly(amidoaminu) 
(PAMAM), střední část byla tvořena PCL a vnější část tvořil PEG. K charakterizaci tvorby 
polymerních micel byla použita fluorescenční spektroskopie a metoda DLS. Bylo zjištěno, že daný 
systém tvoří nejen unimolekulární agregáty, ale také větší asociované micely, které jsou tím 
stabilnější, čím více větví se nachází v hvězdicovité struktuře kopolymeru [30]. 
Vakil a Kwon studovali směsné polymerní micely tvořené kopolymery PEG–PCL  
a 1,2–distearoyl–glycero–3–fosfoethanolamin-N-methoxypolyethylenglykolu (PEG–DSPE), které se 
vyznačují malou velikostí a vysokou termodynamickou stabilitou. Fluorescenčním měřením  
s použitím pyrenu bylo sledováno vnitřní prostředí micelárních jader, zejména jejich polarita. Touto 
metodou byla také zjištěna CMC, jejíž hodnoty se snížily oproti hodnotám CMC jednotlivých 
kopolymerů díky vzájemným interakcím mezi hydrofobními částmi. Dále studovali rozpustnost 
amfotericinu B v těchto směsných micelách a na základě získaných výsledků došli k závěru, že tyto 
systémy jsou vhodné pro užití jako cílených nosičů díky jejich malé velikosti, vysoké stabilitě  
a dobré biokompatibilitě [55].  
Ould-Oualiová a spol. zkoumali samouskupovací (tzv. self-assembly) systémy, které by 
zvyšovaly rozpustnost hydrofobních látek ve vodě. Syntetizovali tak triblokové kopolymery za použití 
ε–kaprolaktonu, ethylenglykolu a trimethylenkarbonátu jako monomerů. Výsledkem bylo, že  
triblokový systém PEG–PCL–TMC s PEG o relativní molekulové hmotnosti od 550 do 2 000 
vykazoval spontánně ve vodě amfipatické chování a zvyšoval rozpustnost lipofilních látek. Díky jeho 
schopnosti tvořit polymerní micely za nízké CMC jej lze využít v oblasti DDS [56]. 
Sadaei Nikouei a spol. připravili triblokový kopolymer z PEG a funcionalizovaného PCL,  
na jehož α-uhlíku byl navázán benzenkarboxylát (PCBCL–PEG–PCBCL). Tvorba micelárních 
agregátů byla ovlivňována poměrem karboxylových a benzenkarboxylových skupin v hydrofobním 
bloku. Tato skupina rovněž ovlivňovala tvorbu agregátů při zvýšené teplotě či změně pH okolního 
prostředí. Hodnoty CMC se pohybovaly v rozmezí od 0,34 do 2.5 mg∙l-1 [57]. 
Yao a spol. se zabývali vlastnostmi amfifilního triblokového kopolymeru poly(ethylenglykol)-b-
poly(dimethylaminoethylmethakrylát)-b-poly(ε–kaprolaktonu) (PEG–PDMA–PCL). Jeho vlastnosti 
stanovovali pomocí DLS, stacionární fluorescenční spektroskopie a TEM. Bylo zjištěno, že daný 
systém agreguje při různých hodnotách pH, avšak velikost micelárních agregátů se lišila. Dále 
sledovali interakce kopolymeru s doxorubicinem jako typickým modelem hydrofobního léčiva. 
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Nakonec byl proveden cytotoxický test. Výsledně bylo potvrzeno, že kopolymer lze použít  
pro různé farmaceutické aplikace, zejména jako cílený nosič léčiv [58]. 
Na základě literární rešerše lze konstatovat, že upřednostňovanou metodou pro určení hodnoty 
CMC, určení polarity a charakteristiky vnitřního prostředí jádra polymerní micely je fluorescenční 
spektroskopie za použití pyrenu jako fluorescenční sondy [21]. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
Po obdržení vzorku diblokového kopolymeru PEG–PCL, který byl ring-opening polymerací 
syntetizován Mgr. Soňou Hermanovou, Ph.D. (Vysoká škola chemicko-technologická v Praze, Fakulta 
chemické technologie, Ústav polymerů), bylo nejdříve za pomoci IR spektroskopie provedeno jeho 
analytické stanovení z hlediska kvality a struktury dané sloučeniny.  
Pro studium procesu agregace těchto kopolymerů ve vodě byla zvolena stacionární fluorescenční 
spektroskopie. Zásobní roztoky kopolymerů byly připraveny jak za použití dialyzace proti vodě, tak 
přímým rozpuštěním kopolymeru ve vodě. Na základě literárních zdrojů byl jako fluorescenční sonda 
zvolen pyren. Následně byly připraveny vzorky různě koncentrovaných roztoků kopolymeru  
s koncentrací pyrenu 1∙10-7 mol∙dm-3, přičemž byla měřena jeho emisní i excitační spektra. Jelikož 
odezva systému nebyla zcela uspokojivá, byla koncentrace pyrenu zvýšena na 2,3∙10-7 mol∙dm-3.  
Aby bylo dokázáno, že ve vodě vysílá odezvu a agreguje daný systém kopolymeru PEG–PCL, 
byly připraveny vzorky pouze s homopolymerem PEG a pyrenem. Pro lepší určení způsobů agregace 
byly připraveny vzorky také s perylenem jako fluorescenční sondou, u kterých byly zkoumány emisní 
charakteristiky fluorescence. Na základě srovnání předchozích experimentů byla metoda přípravy 
polymerních micel pomocí dialýzy vyhodnocena jako nejvhodnější, tudíž byla následující měření 
provedena pouze pro takto připravené roztoky kopolymeru PEG–PCL. Časově rozlišená fluorescence  
a změna vyhasínání fluorescence perylenu byla zkoumána v závislosti na koncentraci kopolymeru. 
Metodou DLS byly studovány velikosti částic obsažené v roztocích kopolymeru opět v závislosti  
na koncentraci kopolymeru. Nakonec bylo pomocí fluorescenční spektroskopie stanoveno agregační 
chování kopolymeru také ve fyziologickém roztoku (0,15 mol∙dm-3 roztok NaCl) při teplotě 37 °C  
za použití pyrenu i perylenu jako fluorescenční sondy. 
 
4.1 Použité chemikálie a materiály 
 
Chemikálie a materiály: Výrobce: Specifikace: 
Milli Q voda Millipore academic  
N,N-dimethylformamid Sigma-Aldrich CAS: 68-12-2 
Č. šarže: 1456725 
Aceton PENTA - Ing. Petr Švec CAS: 67-64-1 
Č. šarže: 1212021209 
Cyklohexan Sigma-Aldrich CAS: 110-82-7 
Č. šarže: 1305483 
Pyren Fluka CAS: 129-00-0 
Č. šarže: 430166/1 
Perylen Sigma-Aldrich  CAS: 77392-71-3 
Č. šarže: 53904259 
NaCl Lach-Ner, s.r.o. CAS: 4647-14-5 
Č. šarže: 06278 
LUDOX koloidní křemík Sigma-Aldrich CAS: 99439-28-8 
Č. šarže: MKBJ4732V 
Dialyzační střevo SpectraPor Dialysis membrane MWCO: 3500 
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4.2 Příprava vzorků na měření 
 
4.2.1 Analytické stanovení kopolymeru PEG–PCL 
Pro IR spektroskopii nebyly pevné vzorky kopolymeru PEG–PCL a jeho homopolymerů nijak 
upravovány.  
 
4.2.2 Příprava zásobních roztoků kopolymeru PEG–PCL a homopolymeru PEG 
Zásobní roztoky kopolymeru PEG–PCL byly připraveny dvěma způsoby. Pro první způsob bylo 
vždy určité množství pevného vzorku kopolymeru rozpuštěno v 3 ml DMF. Rozpuštění bylo 
podpořeno umístěním roztoku do ultrazvukové lázně, která byla zahřána na 50 °C. Následně byly  
do roztoku pomalu přikapány 2 ml Milli Q vody, přičemž došlo k zakalení roztoku. Získaný roztok byl 
poté umístěn do dialyzačního střeva. Dialýza probíhala po dobu 72 hodin proti 5 l destilované vody, 
které byly po tuto dobu pravidelně vyměňovány. Při poslední výměně byla použita Milli Q voda. 
Takto byly připraveny zásobní roztoky kopolymeru PEG–PCL připravené dialyzačním způsobem 
(dále již označovaný jako zásobní roztok zdialyzovaný, ZRZ) o celkové koncentraci 0,5 g∙l-1. 
Druhý způsob spočíval v rozpuštění pevného vzorku kopolymeru v Milli Q vodě. Solubilizace 
byla podpořena umístěním suspenze pod působení ultrazvukové lázně o teplotě 50 °C. Přímé 
rozpouštění kopolymeru ve vodě však bylo omezené, a proto byl takto připraven zásobní roztok pouze  
o koncentraci 0,07 g∙l-1 (dále již označovaný jako zásobní roztok nezdialyzovaný, ZDN). 
Roztok kopolymeru PEG–PCL v 0,15 mol∙dm-3 roztoku NaCl s Milli Q vodou byl připraven  
o stejné koncentraci a totožným způsobem jako ZRZ kopolymeru PEG–PCL ve vodě, avšak dialýza 
byla uskutečněna proti 5 l 0,15 mol∙dm-3 roztoku NaCl.  
Zásobní roztok homopolymeru PEG o koncentraci 0,1 g∙l-1 byl připraven rozpuštěním daného 
množství PEG v Milli Q vodě.  
 
4.2.3 Příprava zásobních roztoků fluorescenčních sond 
Zásobní roztok pyrenu v acetonu byl připraven o koncentraci 1∙10-5 mol∙dm-3. Zásobní roztok 
perylenu v acetonu byl připraven o koncentraci 1∙10-4 mol∙dm-3. Roztoky fluorescenčních sond byly 
uchovávány v lednici. 
 
4.2.4 Příprava koncentračních řad na měření excitačních a emisních charakteristik 
pyrenu 
Pro měření excitačních a emisních spekter pyrenu technikou stacionární fluorescence při nižší 
koncentraci pyrenu (tj. 1∙10-7 mol∙dm-3) bylo do vialek vždy napipetováno 30 μl zásobního roztoku 
pyrenu, přičemž byl aceton vysušen. Postupným ředěním ZRZ kopolymeru PEG–PCL vodou byla 
připravena koncentrační řada v rozmezí od 0,000 1 g∙l-1 do 0,4 g∙l-1, zatímco ředěním ZRN 
kopolymeru PEG–PCL s vodou byla připravena koncentrační řada od 0,000 1 g∙l-1 do 0,07 g∙l-1. 
 Naopak pro měření excitačních a emisních spekter pyrenu při vyšší koncentraci pyrenu  
(tj. 2,3∙10-7 mol∙dm-3) bylo do vialek vždy napipetováno 70 μl zásobního roztoku pyrenu. Aceton byl 
opět vysušen a byly připraveny následující koncentrační řady: ředěním ZRZ kopolymeru PEG–PCL  
s vodou v rozmezí od 0,000 1 g∙l-1 do 0,5 g∙l-1 a ředěním ZRN kopolymeru PEG–PCL s vodou řada  
od 0,000 7 g∙l-1 do 0,07 g∙l-1.  
Pro měření excitačních a emisních spekter pyrenu pro systém kopolymeru v 0,15 mol∙dm-3 
roztoku NaCl bylo do vialek vždy napipetováno 70 μl zásobního roztoku pyrenu. Aceton byl opět 
vysušen a ředěním zásobního roztoku kopolymeru získaného dialýzou proti 0,15 mol∙dm-3 roztoku 
NaCl byla připravena koncentrační řada od 0,000 1 g∙l-1 do 0,3 g∙l-1. 
Na měření fluorescenční odezvy pyrenu v roztoku homopolymeru PEG bylo do vialek 
napipetováno 70 μl zásobního roztoku pyrenu. Aceton byl odpařen. Ředěním zásobního roztoku 
28 
homopolymeru PEG s Milli Q vodou byla připravena koncentrační řada v rozmezí hodnot koncentrace 
od 0,000 1 g∙l-1 do 0,1 g∙l-1. 
K ředění byla vždy použita Milli Q voda. Výsledné objemy všech vzorků o dané koncentraci byly 
3 ml. Každá koncentrační řada byla vždy připravena ve třech sériích a všechny přichystané vzorky 
byly na 24 hodin umístěny na laboratorní třepačku.  
 
4.2.5 Příprava koncentrační řady na měření emisních charakteristik perylenu 
Do vialek bylo napipetováno 30 μl zásobního roztoku perylenu tak, aby výsledná koncentrace 
perylenu v každém vzorku o objemu 3 ml byla 1∙10-6 mol∙dm-3. Aceton byl vysušen a ředěním ZRZ  
i ZRN kopolymeru PEG–PCL s Milli Q vodou byly připraveny tři série koncentračních řad, a to  
ze ZRZ kopolymeru v rozmezí od 0,000 1 g∙l-1 do 0,5 g∙l-1 a ze ZRN kopolymeru od 0,000 1 g∙l-1  
do 0,07 g∙l-1. Vialky s namíchanými roztoky byly ponechány po dobu 72 hodin na laboratorní třepačce. 
Stejným způsobem byly připraveny vzorky o koncentraci od 0,000 1 g∙l-1 do 0,5 g∙l-1 ze zásobního 
roztoku kopolymeru připraveného dialýzou proti 0,15 mol∙dm-3 roztoku NaCl. 
 
4.2.6 Příprava vzorků na měření doby života perylenu 
Koncentrační řada, jež byla připravena pro měření stacionární fluorescence ze zásobního roztoku 
ZRZ kopolymeru s perylenem jako fluorescenční sondou, byla použita také na měření doby života 
perylenu. Pro přípravu vzorků perylenu v různě polárním prostředí bylo do dvou vialek napipetováno 
30 μl zásobního roztoku perylenu, poté byl aceton odpařen. Do první vialky byly přidány 3 ml 
cyklohexanu a do druhé 3 ml DMF, přičemž byly přes noc umístěny na třepačku. 
 
4.2.7 Příprava koncentrační řady na měření velikosti částic 
Ze ZRZ kopolymeru byla připravena koncentrační řada od 0,000 1 g∙l-1 do 0,5 g∙l-1. K ředění byla 
použita Milli Q voda. 
 
4.3 Nastavení přístrojů a postup měření 
 
4.3.1 Analytické stanovení kopolymeru PEG–PCL 
Vlastní měření probíhalo na FT-IR spektrofotometru Nicolet Impact 400 s použitím techniky 
úplného zeslabeného obrazu (attenuated total reflection, ATR). Na ATR krystal byl přiložen  
a přitlačen pevný vzorek polymeru. Analýza probíhala v rozmezí 4 000 až 400 cm-1, přičemž získaná 
spektra byla vyhodnocena pomocí tabelovaných hodnot charakteristických skupinových  
a deformačních vibrací měřených látek [59].  
 
4.3.2 Měření excitačních a emisních charakteristik pyrenu a perylenu 
Měření metodou stacionární fluorescence bylo provedeno na luminiscenčním spektrometru, 
Fluorolog HORIBA Jobin Yvon, jehož zdrojem záření je xenonová lampa (450 W). Fluorescence byla 
snímána v pravoúhlé konfiguraci a zaznamenaná data byla převáděna do softwaru FluorEssence. 
Měření při zvýšené teplotě bylo umožněno použitím měrné cely opatřené nástavcem s vodní lázní, 
díky níž tak byla v cele udržována teplota 37 °C. Při měření fluorescenční odezvy pyrenu i perylenu  
za fyziologických podmínek byl každý roztok temperován na teplotu 37 °C po dobu pěti minut. 
Pro měření emisních charakteristik pyrenu byla excitační vlnová délka nastavena na 335 nm  
a emise byla zaznamenávána v rozmezí vlnových délek od 360 do 600 nm s krokem 1 nm.  
Pro vyhodnocení dat byly zaznamenávány hodnoty intenzity fluorescence při 373 ± 1 nm, 383 ± 1 nm 
a 470 ± 1 nm. Excitační charakteristika byla měřena v rozmezí od 330 do 340 nm při emisní vlnové 
délce 392 nm, přičemž byly zapisovány hodnoty intenzity fluorescence při 333 nm a 338 nm.  
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U emisních charakteristik perylenu byla excitační vlnová délka nastavena na 410 nm a emise 
zaznamenávána od 430 do 600 nm. Pro vyhodnocení dat byly použity hodnoty totálních integrálů 
naměřených hodnot závislosti intenzity fluorescence na vlnové délce.  
Měření absorbance pro korekci dat z důvodu vlivu vnitřního filtračního efektu bylo provedeno  
na UV-VIS spektrofotometru Varian Cary 50. Ze zkorigovaných dat získaných fluorescenční odezvou 
pyrenu byl vypočítán EmPI, ExPI a poměr intenzity fluorescence excimeru (Iex) k intenzitě 
fluorescence prvního maxima (I1) neboli Ex:Mo. Hodnoty ze všech tří sérií pro každou koncentrační 
řadu byly zprůměrovány a vyneseny do grafů proti koncentraci kopolymeru PEG–PCL. Data získaná 
měřením fluorescenčních charakteristik perylenu byla rovněž zkorigována a následně z nich byly 
vypočítány hodnoty totálních integrálů (Q), jež byly graficky vyneseny proti koncentraci diblokového 
kopolymeru. Chybové úsečky byly sestrojeny z výběrových směrodatných odchylek průměrovaných 
hodnot. 
Pro stanovení hodnot CMC byly získané hodnoty proloženy sigmoidní křivkou pomocí programu 
OriginPro 8.5, jejíž průběh vyjadřuje Boltzmannův vztah, kde y představuje hodnoty ExPI pyrenu, x 
koncentraci kopolymeru ve zkoumaném roztoku, A1 a A2 jsou horní a dolní limity sigmoidní křivky. 
CMC pak odpovídá inflexní bod křivky x0 s jejím gradientem Δx: 
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4.3.3 Měření doby života perylenu 
Doba života perylenu byla měřena na Fluorocube spektrometru, Fluorolog HORIBA Jobin Yvon. 
Jako excitační zdroj záření byla použita NanoLED dioda N-390 s pracovní frekvencí 1 MHz, přičemž 
odezva zdroje byla získána použitím koloidního roztoku oxidu křemičitého (LUDOX) při nastavení 
emisního monochromátoru na 389 nm. Jako vlnová délka emise perylenu byla zvolena hodnota 
440 nm. Rozsah měřitelných dob života byl u tohoto přístroje od 100 ps do 1 μs. Data získaná 
technikou TCSPC byla přenášena do softwaru DataStation v2.4. Zpracována a vyhodnocena pak byla 
v softwaru DAS6 Fluorescence Decay Analysis. 
K získání hodnot doby života perylenu v jednotlivých roztocích kopolymeru byly naměřené 
výsledky proloženy exponenciální funkcí, jejíž obecný tvar zobrazuje následující rovnice (17), kde t je 
čas od počátku měření, A je fitovací parametr, B je předexponenciální funkce a τ je doba života 
fluoroforu: 
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Některé získané závislosti však byly proloženy víceexponenciálními funkcemi, a proto bylo 
získáno více dob života. Parametr B pak určuje jejich relativní zastoupení v procentech. 
 
4.3.4 Měření velikosti částic kopolymeru PEG–PCL 
Velikost částic byla stanovena na přístroji ZetaSizer Nano ZS, Malvern Instruments. Zdrojem 
světla u tohoto zařízení je laser s vlnovou délkou 633 nm. Měření byla provedena při teplotě 25 °C, 
přičemž přístroj u každého vzorku provedl 12 měření po třech opakováních, která byla nakonec 
zprůměrována. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1 Analytické stanovení kopolymeru PEG–PCL 
 
~  (cm-1) 
 
Obrázek 15 Porovnání IR spekter PEG, PCL a jejich kopolymeru. 
 
Analýza IR spekter byla nejdříve provedena u vzorků homopolymerů PEG i PCL a následně 
jejich srovnáním s IR spektrem kopolymeru byl proveden rozbor a určena struktura PEG–PCL. (viz 
Obrázek 15). 
V případě PEG byly identifikovány charakteristické vibrační pásy pro alifatickou etherovou 
skupinu při 1050 až 1150 cm-1. Dosažením lokálního minima v oblasti 2850 až 2960 cm-1 a projevem 
deformačních vibrací v oblasti 1340 cm-1 tak byla potvrzena přítomnost C–H vazeb.  
V IR spektru homopolymeru PCL se nachází významný pás při 1720 cm-1 odpovídající 
charakteristické skupinové vibraci karbonylové funkční skupiny C=O. Rovněž se v tomto spektru 
projevily valenční asymetrické i symetrické vibrace C–O–C. Přítomností obou těchto vazeb byla 
potvrzena esterová vazba mezi jednotlivými monomery PCL. Jelikož je PCL semikrystalický polymer, 
v oblasti 1294 cm
-1
 se projevily skupinové vibrace C–C a C–O v krystalické fázi. Dalším valenčním 
vibracím s hodnotami lokálního minima v 2869 a 2945 cm-1 pak byly přisouzeny typické symetrické  
a asymetrické vibrace skupin CH2, kterým také odpovídají deformační vibrace zaznamenané  
v hodnotách vlnočtu 1365 a 1401 cm-1. V tomto spektru je také patrné minimum v oblasti 731 cm-1, 
které je projevem dlouhých alifatických řetězců skupin CH2. 
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Srovnáním IR spektra kopolymeru PEG–PCL se spektry homopolymerů lze říci, že kopolymer 
rovněž obsahuje všechny tyto charakteristické funkční skupiny, jelikož každé přisuzované funkční 
skupině odpovídají lokální minima v téměř stejných hodnotách vlnočtů, a to zejména v oblasti 1106, 
1151 a 1176 cm
-1, jež jsou charakteristické pro opakující se –OCH2CH2 jednotky PEG. Dále se pak  
v tomto spektru nachází velice výrazný signál o vlnočtu 1720 cm-1 patřící karbonylové skupině. 
Přítomnost esterové vazby je pak potvrzena charakteristickou skupinovou vibrací o vlnočtu 1238 cm-1. 
Nakonec se ve spektru projevily také valenční vibrace vazby C–H. Tabulka 2 obsahuje souhrn 
jednotlivých interpretací všech hodnot vlnočtů pro charakteristické vibrace daných vazeb a skupin  
v získaných IR spektrech. 
 
Tabulka 2 Interpretace jednotlivých hodnot vlnočtů IR spekter PEG, PCL a jejich kopolymeru: 
Vzorek: Vlnočet ~  (cm-1) Interpretace: 
P
E
G
 
1059 Oblast charakteristických C–O–C skupinových vibrací  
pro alifatické ethery νas (COC). 1097 
1340 Deformační vibrace vazby C–H δ(CH). 
2860 
Oblast skupinových vibrací pro vazby C–H. 
2883 
P
C
L
 
731 Deformační vibrace dlouhých alifatických řetězců ρ(CH2). 
1167 Symetrické C–O–C valenční vibrace νs (COC). 
1238 Asymetrické C–O–C valenční vibrace νas (COC). 
1294 Oblast skupinových vibrací C–O a C–C v krystalické fázi νkr. 
1365 Deformační vibrace ρ(CH2). 
1401 Deformační vibrace δ(CH). 
1420 δ(CH2, CH3) 
1720 
Charakteristická skupinová vibrace karbonylové skupiny 
ν (C=O). 
2869 Symetrické CH2 valenční vibrace νs (CH2). 
2945 Asymetrické CH2 valenční vibrace νas (CH2). 
P
E
G
–
P
C
L
 
1106 
Oblast charakteristických C–O–C skupinových vibrací  
pro opakující se –OCH2CH2 jednotky PEG. 
1151 
1176 
1238 Oblast skupinové vibrace pro –COO– vazby. 
1720 
Charakteristická skupinová vibrace pro karbonylovou skupinu 
C=O. 
2862 
Oblast skupinových vibrací pro vazby C–H. 
2938 
 
Na základě analytického stanovení lze s jistotou říci, že se jedná o diblokový kopolymer typu AB, 
který je složen z monohydroxylovaného hydrofilního PEG a hydrofobního PCL. Molekulová hmotnost 
tohoto kopolymeru byla stanovena pomocí metody vylučovací chromatografie (size exclusion 
chromatography, SEC). Číselný střed relativní molekulové hmotnosti se pohyboval okolo hodnoty 
7800 a polydisperzita připraveného kopolymeru nabývala hodnoty 2,0. 
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5.2 Studium procesu agregace kopolymeru PEG–PCL 
 
5.2.1 Měření emisních a excitačních charakteristik pyrenu a perylenu 
Pro studium procesu agregace polymerních řetězců kopolymeru PEG–PCL pomocí pyrenu byly 
sledovány změny ExPI, EmPI a Ex:Mo v závislosti na koncentraci kopolymeru. Pokud daný systém 
agreguje a je schopen tvořit polymerní micely, dojde ke změně polarity prostředí sondy, což se projeví 
zvýšením intenzity třetího maxima emisního spektra pyrenu (I3) a snížením hodnot ExPI i EmPI. 
U hodnot Ex:Mo lze očekávat s rostoucí koncentrací kopolymeru vzrůst, avšak následně pokles, 
jelikož se zvyšující se koncentrací kopolymeru dochází k růstu počtu micel, a tudíž pravděpodobnost 
vzniku excimeru klesá. U perylenu lze naopak předpokládat růst totálního integrálu Q v závislosti  
na koncentraci kopolymeru. Ze získaných závislostí bylo odvozeno chování kopolymeru ve vodě 
připraveného jak metodou dialýzy, tak přímým rozpuštěním.  
 
5.2.1.1 Měření fluorescenčních charakteristik v roztoku kopolymeru připraveným  
za použití dialýzy 
Z prvotního měření fluorescenční odezvy ve vzorcích kopolymeru připraveným za použití 
dialýzy, při kterém byla koncentrace pyrenu 1∙10-7 mol∙dm-3, bylo dokázáno, že v tomto sytému 
dochází k agregaci, jelikož pyren vykazoval bathochromní posun k vyšším vlnovým délkám  
při rostoucí koncentraci kopolymeru. Obrázek 16 zachycuje excitační maxima pro dvě okrajové 
koncentrace kopolymeru – pro nejnižší 0,000 1 g∙l-1 (modrá) a nejvyšší 0,4 g∙l-1 (červená). Jelikož  
s rostoucí koncentrací docházelo také k růstu intenzity fluorescence, byly tyto hodnoty pro názornost 
normalizovány: 
 
 
Obrázek 16 Normalizovaná excitační spektra pyrenu při různých koncentracích kopolymeru. 
 
Vynesením vypočítaných hodnot ExPI proti koncentraci (viz Obrázek 17) tak byla získána 
závislost, ze které je patrné, že hodnoty ExPI se nejdříve nemění, avšak při dosažení určité 
koncentrace dochází k jejich poklesu. Což znamená, že při rostoucí koncentraci kopolymeru dochází  
ke změně polarity prostředí, ve kterém se sonda nachází. Některé hodnoty ExPI náležící koncentracím 
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kopolymeru, konkrétně 0,003 a 0,005 g∙l-1, jsou však zatíženy relativně velkou chybou, a proto 
nemohou mít zcela vypovídající hodnotu, ze které by bylo možno určit počátek micelizace. Velikost 
těchto chyb však může také indikovat skutečnost, že při těchto koncentracích dochází ke změnám, kdy 
systém není v rovnováze, a proto jeho odezva není vždy stejná. 
 
Obrázek 17 Závislost ExPI s Ex:Mo na koncentraci kopolymeru PEG–PCL. 
 
Z grafického zobrazení závislosti Ex:Mo na koncentraci kopolymeru ve vzorku je zjevné, že 
dochází s rostoucí koncentrací k pozvolnému stoupání, avšak naměřené hodnoty Ex:Mo jsou rovněž 
pro každou koncentraci tak odlišné, že nelze s jistotou konstatovat, zda jsou korektní. Srovnáním ExPI 
se závislostí Ex:Mo na koncentraci kopolymeru lze říci, že sice dochází k agregaci, avšak 
fluorescenční odezva pyrenu není zcela vyhovující. Navíc odezva EmPI (viz Obrázek 18) bohužel 
nebyla také náležitě vypovídající a rovněž byla zatížena velkou chybou. Tudíž byla zvýšena 
koncentrace pyrenu ve vzorcích kopolymeru na 2,3∙10-7 mol∙dm-3. 
Nicméně, dalším zkoumáním fluorescence pyrenu ve studovaných vzorcích bylo zjištěno, že 
emisní polaritní index nedává náležitou odezvu jako excitační polaritní index, přestože byla 
koncentrace pyrenu více jak dvakrát zvýšena (viz Obrázek 19). Tato skutečnost byla zřejmě způsobena 
tím, že u vytvořených agregátů nejsou vlastnosti a tudíž i polarita jádra micely ve všech místech 
stejné. Pokud budeme sledovat polaritu micely či koncentraci rozpouštědla v různých jejích částech, 
například směrem od povrchu micely do jejího středu, jejich změny nebudou skokové, avšak pozvolné  
a rovnoměrné. Z toho vyplývá, že jádro micely tvořené řetězci PCL nemusí být ve všech místech zcela 
hydrofobní, ale může též dojít k jeho nasáknutí okolní vodou, obzvláště pokud délka PCL řetězců není 
příliš velká. Jiným vysvětlením může být také to, že jádro je sice opravdu hydrofobní, ale pyren se  
v tomto hydrofobním jádře nerozpouští, nýbrž se nachází na hranici mezi hydrofobními řetězci  
a hydrofilními bloky polymeru tvořící obal micely neboli v tzv. palisádové vrstvě. A právě v tomto 
místě je vyšší pravděpodobnost přítomnosti vody, jíž může být pyren ovlivněn.  
Odezva pyrenu je také závislá na jeho distribuci v hydrofobním jádře a pravděpodobnost, že je  
ve všech místech stejná, je velmi malá. EmPI proto na tyto změny okolních vlastností prostředí nemusí 
být zcela citlivý, a tak závislost EmPI na koncentraci kopolymeru nebyla dále studována. 
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Obrázek 18 Závislost EmPI na koncentraci kopolymeru PEG–PCL. 
 
 
Obrázek 19 Závislost EmPI na koncentraci kopolymeru PEG–PCL při vyšší koncentraci pyrenu. 
 
Z porovnání závislostí ExPI a Ex:Mo na koncentraci kopolymeru získané měřením odezvy pyrenu 
s vyšší koncentrací (viz Obrázek 20) vyplývá, že na počátku při nižších koncentracích kopolymeru 
zřejmě dochází ke vzniku unimolekulárních agregátů, kterých však není mnoho, a proto se zvyšuje 
pravděpodobnost výskytu excimeru. S dalším rostoucím obsahem kopolymeru ve vzorku však výskyt 
excimeru klesá, a to z toho důvodu, že se zvyšuje počet agregátů, v jejichž jádrech je pyren rozpuštěn. 
Z hodnot Ex:Mo je také patrné, že dosahují lokálního maxima při koncentracích 0,000 3 g∙l-1  
a 0,003 g∙l-1, což může naopak signalizovat dvoukrokovou agregaci. 
Fluorescenční odezva pyrenu však byla zatížena velkou chybou, jak znázorňují chybové úsečky 
při koncentracích 0,000 5 g∙l-1 a 0,001 g∙l-1 u ExPI i Ex:Mo, a proto z nich nelze s jistotou odvodit 
koncentraci kopolymeru, při které došlo k počátku micelizace. Poukazují však na to, že daný systém 
není v rovnováze a nabývá určitých změn.  
Jelikož se při agregaci kopolymeru ve vodném prostředí mění počet solubilizovaných molekul 
pyrenu a tím i kvantový výtěžek fluorescence, intenzita třetího maxima emisního spektra pyrenu (I3) 
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by měla teoreticky pozvolně stoupat. Obrázek 21 znázorňuje závislost tohoto třetího maxima  
na koncentraci kopolymeru při použití vyšší koncentrace pyrenu. Obě osy jsou zobrazeny  
v logaritmickém měřítku, tudíž by tato závislost měla být lineární. Z dané závislosti je očividné, že  
při nižších koncentracích kopolymeru jsou hodnoty I3 konstantní a až při koncentraci 0,001 g∙l
-1, která 
je opět zatížena nemalou chybou, dochází ke změně a nárůstu počtu solubilizovaných molekul pyrenu.  
Z toho důvodu byly agregační vlastnosti podrobeny zkoumání za pomoci jiné fluorescenční sondy,  
a to perylenu, který rovněž patří mezi hydrofobní fluorescenční sondy. 
Obrázek 20 Porovnání ExPI a Ex:Mo v závislosti na koncentraci kopolymeru PEG–PCL  
při vyšší koncentraci pyrenu. 
 
 
Obrázek 21 Závislost intenzity I3 na koncentraci kopolymeru PEG–PCL  
při vyšší koncentraci pyrenu. 
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Ze závislosti totálních integrálů emisních spekter perylenu (Q) na koncentraci kopolymeru (viz 
Obrázek 22 s detailem pro koncentrace kopolymeru od 0,000 1 do 0,1 g∙l-1) a srovnáním této závislosti 
s ExPI pyrenu při vyšší koncentraci (viz Obrázek 23 s detailem závislosti totálních integrálů emisních 
spekter perylenu pro koncentrace od 0,000 1 do 0,01 g∙l-1) může být objasněn průběh tvorby agregátů. 
Jak je patrné, k růstu intenzity fluorescence dochází již při prvním zvýšení koncentrace kopolymeru. 
Tímto může být potvrzena asociace molekul kopolymeru ve vodě a domněnka o vzniku 
unimolekulárních micel, může však jít také o indukovanou agregaci podpořenou molekulami sondy. 
Od přibližné koncentrace 0,003 g∙l-1 pak dochází k rapidnímu vzrůstu intenzity fluorescence perylenu 
a ze srovnání s ExPI pyrenu, kde naopak dochází k bathochromnímu posunu a tedy snížení hodnot 
ExPI, lze usoudit, že tato koncentrace může signalizovat počátek tvorby vícemolekulárních agregátů.  
Na základě teorie o tvorbě unimolekulárních agregátů mohou být také objasněny velikosti 
chybových úseček pro hodnoty ExPI v koncentracích 0,000 5 a 0,001 g∙l-1. Důsledkem relativně 
vysoké koncentrace pyrenu ve vzorku (2,3∙10-7 mol∙dm-3) mohlo při vzniku unimolekulárních agregátů 
dojít k takovému jevu, že pouze část molekul pyrenu se nacházela v hydrofobní části micel, přičemž 
zbytek se pravděpodobně nacházel v hydrofilní části a v rozpouštědle. Navíc, jak již bylo řečeno, 
distribuce pyrenu v hydrofobní části není ve všech polohách stejná. A právě toto rozdílné uspořádání 
molekul pyrenu, kdy každá dává jinou odezvu, bylo zřejmě příčinou takového chybového zatížení. 
 
 
Obrázek 22 Závislost fluorescenční odezvy perylenu na koncentraci kopolymeru PEG–PCL  
s detailem pro koncentrace od 0,000 1 do 0,1 g∙l-1. 
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Obrázek 23 Porovnání závislosti ExPI pyrenu (při vyšší koncentraci) a totálního integrálu 
emisního spektra perylenu (v detailu pro koncentrace od 0,000 1 do 0,01 g∙l-1)  
na koncentraci kopolymeru PEG–PCL. 
 
5.2.1.2 Měření fluorescenčních charakteristik v roztoku kopolymeru připraveným  
bez použití dialýzy 
 
Při měření fluorescenční odezvy pyrenu za použití nižší koncentrace (1∙10-7 mol∙dm-3) opět nebyly 
získány odpovídající charakteristiky, ze kterých by mohl být s jistotou vyložen průběh agregace 
kopolymeru PEG–PCL. Jak znázorňuje Obrázek 24, intenzita I3 pyrenu by měla stoupat, avšak v tomto 
grafu stoupá pouze lokálně a navíc je zatížena velkou chybou, jak je možno vidět z velikosti 
chybových úseček. 
U ExPI (viz Obrázek 25) hodnoty rovněž nejsou zcela odpovídající a při koncentraci 0,03 g∙l-1 
dokonce ExPI mírně stoupá, což poukazuje na hypsochromní posun směrem ke kratším vlnovým 
délkám, a tudíž zvýšení polarity prostředí. Ex:Mo v závislosti na zvyšující se koncentraci kopolymeru 
slabě stoupá a následně klesá. Jeho menší výskyt je patrně způsoben malou koncentrací pyrenu  
ve vzorku. Z těchto důvodů byla provedena další měření, tentokrát opět při vyšší koncentraci pyrenu. 
Obrázek 26 popisuje závislost intenzity třetího maxima emisního spektra na koncentraci 
kopolymeru při vyšším obsahu pyrenu. Z grafu je očividné, že intenzita třetího maxima emisního 
spektra fluorescence pyrenu I3 s rostoucí koncentrací kopolymeru pozvolna stoupá, tudíž se měnila 
polarita okolního prostředí sondy, což je indikátorem vzniku agregátů. První dvě hodnoty v tomto 
grafu jsou zatíženy velkou chybou, jelikož opět zřejmě nebyl daný systém při těchto koncentracích  
v rovnováze. 
Vznik agregátů a polymerních micel také potvrzuje graf závislosti Ex:Mo a ExPI na koncentraci 
kopolymeru (viz Obrázek 27). Při klesajících hodnotách ExPI dochází k růstu Ex:Mo, který následně  
s rostoucím počtem asociátů ve vzorku klesá. 
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Obrázek 24 Závislost intenzity I3 pyrenu na koncentraci kopolymeru PEG–PCL. 
 
 
Obrázek 25 Závislost ExPI a Ex:Mo na koncentraci kopolymeru PEG–PCL 
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Obrázek 26 Intenzita I3 v závislosti na koncentraci kopolymeru PEG–PCL  
při vyšší koncentraci pyrenu. 
 
Obrázek 27 Závislost ExPI a Ex:Mo na koncentraci kopolymeru PEG–PCL  
při vyšší koncentraci pyrenu. 
 
Pro přesnější stanovení chování kopolymeru připraveného přímým rozpuštěním ve vodě byly také 
proměřeny emisní charakteristiky perylenu v závislosti na koncentraci kopolymeru. Obrázek 28 
ilustruje závislost totálních integrálů emisních spekter perylenu v závislosti na obsahu kopolymeru  
ve vzorcích. Jelikož docházelo k agregaci, rostla intenzita fluorescence perylenu, konkrétně  
od hodnoty 0,005 g∙l-1, jak lze vidět v detailním přiblížení.  
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Obrázek 28 Závislost fluorescenční odezvy perylenu na koncentraci kopolymeru PEG–PCL  
s detailem pro koncentrace od 0,000 1 do 0,01 g∙l-1. 
 
 
Obrázek 29 Porovnání závislosti ExPI pyrenu a Q na koncentraci kopolymeru PEG–PCL. 
 
Po srovnání závislosti fluorescenční odezvy pyrenu a fluorescenční odezvy perylenu (viz  
Obrázek 29) na koncentraci kopolymeru lze rovněž získané výsledky interpretovat tak, že v roztocích 
kopolymerů připravených metodou bez použití dialýzy dochází k jinému typu agregace. Domněnkou 
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proto je, že nedochází ke vzniku unimolekulárních asociátů, avšak pouze k seskupení větších 
vícemolekulárních útvarů, což může být zapříčiněno právě způsobem přípravy polymerních micel. 
Metoda přípravy vzorků kopolymeru přímým rozpuštěním pevného vzorku kopolymeru ve vodě 
se projevila jako nepříliš vhodná, jelikož rozpustnost kopolymeru ve vodě byla značně omezená. 
Nelze tedy vytvořit širší koncentrační řadu, pomocí níž by byly zkoumány typy agregací za vyšších 
hodnot koncentrace kopolymeru. Při porovnání grafů získaných měřením vzorků kopolymeru 
připraveným oběma technikami si lze povšimnout, že u hodnot měření závislostí fluorescenční odezvy 
na koncentraci kopolymeru připraveného přímým rozpuštěním ve vodě se vyskytují větší chybové 
úsečky, tudíž jsou tyto hodnoty méně věrohodné. Při práci se vzorky se navíc po několika dnech 
projevil nežádoucí jev, a to vysrážení kopolymeru z roztoku již při koncentraci 0,005 g∙l-1, což může 
potvrzovat rozdílný typ agregace bez vzniku unimolekulárních agregátů. Proto byla jako účinnější 
metoda přípravy polymerních micel zvolena technika za použití dialýzy proti vodě.  
Z provedených měření a získaných hodnot bylo nakonec odvozeno chování kopolymeru ve vodě. 
Fluorescenční odezvy byly téměř u všech měření rozdílné a proto zatížené velkou chybou, i když tato 
měření byla opakována. Z tohoto důvodu byl kopolymer podroben zkoumání DLS pro zjištění 
velikosti částic, které při různých koncentracích kopolymeru v roztocích vznikají, a také byla 
proměřena doba života fluorescenční sondy metodou časově rozlišené fluorescence. 
 
5.2.1.3 Měření fluorescenčních spekter pyrenu v roztoku homopolymeru PEG 
Aby bylo dokázáno, že za změny fluorescenčních charakteristik je odpovědný systém 
diblokového kopolymeru PEG–PCL, bylo provedeno měření intenzity fluorescence pyrenu  
o koncentraci 2,3∙10-7 mol∙dm-3 v různě koncentrovaných vodných roztocích poly(ethylenglykolu). 
Z hodnot ExPI vynesených proti koncentraci PEG bylo odvozeno, že k žádnému typu agregace 
PEG nedochází, jak je také potvrzeno srovnáním intenzit třetího maxima emisního spektra pyrenu I3  
v roztocích PEG a v roztocích PEG–PCL připraveným za použití dialýzy proti vodě (viz Obrázek 30). 
 
 
Obrázek 30 Srovnání intenzit I3 emisního spektra pyrenu v závislosti na koncentraci  
kopolymeru PEG–PCL a PEG. 
 
5.2.1.4 Fyziologické podmínky 
Proces agregace kopolymeru a jeho chování bylo také sledováno ve fyziologickém roztoku 
(0,15 mol∙dm-3 roztok NaCl) při 37 °C za použití pyrenu i perylenu jako fluorescenčních sond.  
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Z měření fluorescenční odezvy pyrenu je patrné, že systém podléhal agregaci a tvorbě micelárních 
agregátů i v takto rozdílném prostředí. Obrázek 31 znázorňuje vzrůst intenzity třetího maxima I3 
emisního spektra pyrenu v závislosti na vzrůstající koncentraci kopolymeru pro vzorky připravené  
ve vodě a vzorky připravené v roztoku NaCl. Obrázek 32 pak zobrazuje tu samou závislost, avšak  
v detailu pro koncentrace kopolymeru od 0,000 1 do 0,1 g∙l-1. Zde lze spatřit, že intenzita I3 u čistě 
vodných roztoků kopolymeru stoupá již při koncentracích kopolymeru 0,001 g∙l-1, zatímco u roztoků 
obsahující NaCl dochází k tomuto vzrůstu až od hodnoty koncentrace 0,01 g∙l-1, nadto jsou tyto 
hodnoty zatíženy podstatně větší chybou. 
 
 
Obrázek 31 Intenzita I3 emisního spektra pyrenu v závislosti na koncentraci kopolymeru  
PEG–PCL ve vodě a ve fyziologickém roztoku. 
 
 
Obrázek 32 Intenzita I3 emisního spektra pyrenu v závislosti na koncentraci kopolymeru  
PEG–PCL ve vodě a ve fyziologickém roztoku v detailu  
pro koncentrace od 0,000 1 do 0,1 g∙l-1. 
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Obrázek 33 Závislost ExPI a Ex:Mo na koncentraci kopolymeru PEG–PCL v roztoku NaCl. 
 
Další charakteristikou, popisující a podávající bližší informace o chování zkoumaného systému 
PEG–PCL v roztoku soli, je ExPI a Ex:Mo (viz Obrázek 33). Z grafu závislosti ExPI a Ex:Mo  
na koncentraci kopolymeru lze opět zaznamenat, že s rostoucím výskytem excimeru klesá ExPI a tedy 
dochází ke změně polarity prostředí v okolí sondy. Hodnoty ExPI však klesají až od koncentrace 
kopolymeru 0,005 g∙l-1, u Ex:Mo dochází k jeho nárůstu již od koncentrace 0,001 g∙l-1. Hodnoty 
Ex:Mo jsou však takřka zanedbatelné a jsou opět pod vlivem velké chyby. Nelze proto s jistotou říci, 
že v roztoku skutečně docházelo k agregaci právě při těchto koncentracích kopolymeru. 
Zkoumáním agregace kopolymeru ve fyziologickém roztoku pomocí perylenu byla získána jeho 
fluorescenční odezva v závislosti na koncentraci kopolymeru (viz Obrázek 34), z níž je opět očividné, 
že od určité koncentrace kopolymeru dochází ke změně polarity prostředí v okolí sondy a tedy  
ke vzniku asociátů. Hodnota této koncentrace byla přibližně 0,01 g∙l-1, jak lze vidět v porovnání 
závislosti ExPI a totálního integrálu emisních spekter perylenu, který byl zde detailně přiblížen pouze  
pro hodnoty koncentrace kopolymeru od 0,000 1 do 0,05 g∙l-1 (viz Obrázek 35). 
Závěrem lze tedy říci, že daný systém kopolymeru agreguje i za přítomnosti soli a při zvýšené 
teplotě, což je velmi důležitá informace pro jeho eventuelní aplikace v oblasti DDS, jelikož v těle 
organismu podléhá kopolymer mnoha dalším vlivům jako například působení nečistot, zvýšené teplotě 
apod. Proto je velmi důležité stanovit jeho chování v takto nepříznivých podmínkách, abychom byli 
schopni zhodnotit jeho případné použití jako cílený nosič hydrofobních látek. 
Výsledné kritické hodnoty koncentrací kopolymeru, při nichž vznikají micely, naměřené v čistě 
vodném a fyziologickém prostředí, jsou srovnány v dalším oddíle. Je zde také diskutován důvod jejich 
rozdílu.  
0,005 
0,015 
0,025 
0,035 
0,045 
0,055 
0 
0,5 
1 
1,5 
2 
2,5 
3 
3,5 
0,0001 0,001 0,01 0,1 
E
x
:M
o
 
E
x
P
I 
c (g∙l-1) 
ExPI Ex:Mo 
44 
 
Obrázek 34 Závislost fluorescenční odezvy perylenu na koncentraci  
kopolymeru PEG–PCL v roztoku NaCl. 
 
 
Obrázek 35 Porovnání závislosti ExPI pyrenu a totálního integrálu emisního spektra perylenu  
na koncentraci kopolymeru PEG–PCL v roztoku NaCl. 
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5.2.2 Stanovení kritické micelární koncentrace kopolymeru PEG–PCL 
Změřené závislosti ExPI pyrenu v roztoku kopolymeru připraveného technikou dialýzy a ExPI 
pyrenu pro vzorky kopolymeru v roztoku NaCl, byly pro určení kritické micelární koncentrace 
proloženy sigmoidní křivkou, jejíž inflexní bod signalizoval příslušnou hodnotu CMC. 
Ve vodě při laboratorní teplotě 25 °C dosahovala kritická micelární koncentrace kopolymeru 
hodnot 0,001 9 ± 0,000 9 g∙l-1. Oproti tomu ve fyziologickém roztoku při 37 °C byla vypočítána 
hodnota CMC na 0,015 ± 0,006 g∙l-1.  
Důvodů, proč se tyto hodnoty liší takřka o celý řád, může být mnoho. Jelikož jsou micely 
fyzikálně uskupené systémy, jejich stabilita je ovlivňována okolními podmínkami jako například 
teplotou roztoku [19]. Změnou teploty může docházet k posunu CMC směrem k větším koncentracím, 
jelikož řetězce kopolymeru mohou důsledkem vyšší teploty nabývat jiných konformací, a tudíž by 
nemuselo docházet k tvorbě unimolekulárních agregátů či by byl omezen jejich prvotní impuls  
k tvorbě asociátů. Může se také měnit charakter hydrofobních řetězců, jelikož zvýšením teploty 
dochází k fyzikálním změnám polymerů a jelikož je PCL semikrystalický polymer, který jim podléhá, 
může dojít ke změně pohyblivosti PCL řetězců. Rozdíly v hodnotách CMC tedy mohou být výsledkem 
různých rychlostí dosažení rovnováhy systému. 
Dále vlivem přítomnosti soli může docházet ke zhášení fluorescence [35], což zkresluje 
fluorescenční odezvu fluoroforu. Pokud při nižších hodnotách koncentrace kopolymeru nedochází  
k agregaci kopolymeru za tvorby vícemolekulárních polymerních micel, ale například pouze ke tvorbě 
prvotních unimolekulárních agregátů, může být v jádře těchto unimolekulárních micel stále přítomna 
voda, v níž je sůl rozpuštěna. Při dalším růstu koncentrace kopolymeru a tedy růstu hydrofobního 
jádra, může být tato voda z jádra odstraněna nebo může být snížen její obsah v jádře, tato skutečnost 
ovšem závisí na délce hydrofobních řetězců PCL. Snížení obsahu vody v jádře se tudíž projeví 
zvýšením intenzity fluorescence fluoroforu. Při měření fluorescenční odezvy pyrenu pouze  
ve vodných roztocích kopolymeru se tento efekt neprojeví, jelikož bez přítomnosti zhášeče pyren 
zaznamená již prvotní změnu polarity prostředí neboli první náznak agregace kopolymeru. I když 
iontové síly hodnotu CMC také ovlivňují [20], její působení je v roztocích kopolymeru PEG–PCL 
zanedbatelné, jelikož kopolymer ve své struktuře neobsahuje žádné iontové vazby. Nakonec se tudíž 
potvrdilo, že micelizace je velmi senzitivní proces, který podléhá mnoha vnějším i vnitřním vlivům. 
 
5.2.3 Měření doby života perylenu 
Ze studia procesu agregace kopolymeru PEG–PCL metodou stacionární fluorescence za použití 
pyrenu i perylenu jako fluorescenčních sond nebylo zcela patrné, jaká je polarita vnitřního prostředí 
polymerních micel a při které koncentraci kopolymeru dochází k prvotnímu vzniku agregátů a počátku 
micelizace. Proto byla pomocí metody časově rozlišené fluorescence zkoumána závislost doby života 
perylenu na koncentraci kopolymeru PEG–PCL a pro rozdílnost byla také změřena jeho doba života  
v nepolárním a polárním prostředí neboli v cyklohexanu a v DMF.  
Jelikož je perylen v hydrofilním prostředí takřka nerozpustný, neměli bychom v tomto prostředí 
zaznamenat téměř žádnou odezvu kromě odezvy zdroje záření, popřípadě odezvu malého množství, 
jež se přesto v hydrofilním prostředí rozpustilo. Pokud se perylen nachází v hydrofobním prostředí, 
jeho doba života se prodlouží. Naměřené doby života perylenu v DMF a cyklohexanu jako 
hydrofobním a hydrofilním prostředí uvádí Tabulka 3. 
 
Tabulka 3 Doby života perylenu v hydrofilním a hydrofobním prostředí. 
Prostředí charakter prostředí τ1 (ns) τ2 (ns) B1 B2 
DMF hydrofilní 2,28 4,44 4,40 95,60 
Cyklohexan hydrofobní 0,0374 5,82 1,87 98,13 
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Proměřením koncentrační řady kopolymeru bylo zjištěno, že s rostoucí koncentrací kopolymeru 
dochází k prodloužení doby života perylenu, jak znázorňuje Obrázek 36, kde lze sledovat prodloužení 
vyhasínacích křivek sondy v závislosti na koncentraci kopolymeru. Pro názornost byly zobrazeny 
pouze některé hodnoty, přičemž je důležité si povšimnout, že při koncentraci 0,001 g∙l-1 dochází  
k prudkému skoku a nárůstu doby života sondy. Tento signál odpovídá perylenu solubilizovaném  
v hydrofobním prostředí, jímž jsou v tomto systému jádra polymerních micel. S dalším nárůstem 
koncentrace kopolymeru nad hodnoty 0,003 g∙l-1 se pak vyhasínací křivka ustálila na konstantní délce. 
 
 
Obrázek 36 Srovnání vyhasínacích křivek pro různě koncentrované  
roztoky kopolymeru PEG–PCL. 
 
Tabulka 4 pak obsahuje vypočítané hodnoty dob života perylenu s jejich příslušnými hodnotami 
relativního zastoupení v roztocích kopolymeru o různé koncentraci. Při koncentraci 0,000 1 g∙l-1  až 
0,000 5 g∙l-1 byly zjištěny dva časy doby života perylenu, přičemž první čas τ1, který má mezi těmito 
hodnotami největší zastoupení, je rozptýlené záření. Perylen se proto převážně nacházel v hydrofilním 
vodném prostředí, avšak jeho naměřené doby života odpovídají populaci molekul perylenu, jež byly  
v kontaktu s hydrofobními částmi kopolymeru. To znamená, že kopolymer už při styku s vodou tvoří 
unimolekulární agregáty. Kratší čas doby života perylenu zřejmě odpovídá jeho molekulám, jež byly  
v kontaktu také s hydrofilní částí agregátu či vodou a delší čas pak molekulám, jež se nacházely  
v hydrofobní části unimolekulárního agregátu. Jak se koncentrace kopolymeru v roztocích zvyšovala, 
stoupalo tak i zastoupení této doby života perylenu v hydrofobním prostředí, zejména od hodnot  
0,001 a 0,003 g∙l-1. Mezi těmito hodnotami lze tudíž předpokládat, že dochází k počátku micelizace, 
tudíž se zde nachází i hodnota CMC, jak vyplývá také z měření stacionární fluorescence. S dalším 
nárůstem koncentrace kopolymeru, přesněji od hodnot 0,1 g∙l-1 pak byla zaznamenána pouze jedna 
doba života, která odpovídá jeho době života v hydrofobním prostředí. Z důvodu, že vzorky od této 
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koncentrace byly již zakaleny, je relativní zastoupení této doby poněkud nižší ve prospěch relativního 
zastoupení rozptylu světla. 
 
Tabulka 4 Hodnoty dob života perylenu v různě koncentrovaných roztocích kopolymeru PEG–PCL. 
cPEG-PCL (g∙l
-1
) τ1 (ns) τ2 (ns) τ3 (ns) B1 (%) B2 (%) B3 (%) 
0,0001 0,0054 3,52 5,83 63,00 15,54 21,46 
0,0003 0,0054 3,52 5,83 57,88 22,70 19,43 
0,0005 0,0054 2,81 5,15 55,61 12,61 31,78 
0,001 0,0054 3,61 5,17 34,47 26,35 39,18 
0,003 0,0054 3,17 4,91 17,42 15,46 67,12 
0,005 0,0054 2,92 4,83 15,56 8,26 76,18 
0,01 0,0054 2,61 4,58 9,96 13,10 76,94 
0,03 0,0054 4,70 5,80 13,10 71,40 15,50 
0,05 0,0054 3,37 5,03 11,3 4,18 84,79 
0,1 0,0054 5,07 
 
20,85 79,25 
 
0,3 0,0054 5,07 
 
29,19 70,81 
 
0,5 0,0054 5,09 
 
30,61 69,39 
 
 
5.2.4 Stanovení velikosti částic kopolymeru PEG–PCL 
Pro zjištění velikosti agregátů, které v různě koncentrovaných roztocích kopolymeru vznikaly, 
byla změřena velikost částic pomocí metody DLS. Naměřené hodnoty s jejich relativním zastoupením 
ve vzorku (intenzitou signálu) obsahuje Tabulka 5. Pokud byla změřena velikost částic větší než 
1 000 nm, šlo pravděpodobně o nečistoty, jak také napovídá hodnota jejich relativního zastoupení.  
 
Tabulka 5 Naměřené velikosti částic v různě koncentrovaných roztocích kopolymeru PEG–PCL. 
cPEG-PCL (g∙l
-1
) 0,0001 0,0003 0,0005 0,001 0,003 0,005 
d1 (nm) 169 213 363 160 202 265 
d2 (nm) 5172 2791 2588 2909,85 5438 10 
d3 (nm) 0 2651 0 2639 0 0 
I1 (%) 90,4 88,85 91,8 84,8 93,87 98,13 
I2 (%) 9,6 8,75 8,2 12,85 6,13 1,87 
I3 (%) 0 2,45 0 2,35 0 0 
cPEG-PCL (g∙l
-1
) 0,01 0,03 0,05 0,1 0,3 0,5 
d1 (nm) 120 472 673 733 902 896 
d2 (nm) 1053 0 124 157 143 3286 
d3 (nm) 3295 0 2716 1746 1853 1801 
I1 (%) 65,2 100 79,15 83,7 93,07 89,43 
I2 (%) 32,07 0 19,7 15,07 6,43 9,47 
I3 (%) 2,73 0 1,15 1,23 0,5 1,1 
 
Z porovnání grafu závislosti ExPI a velikosti částic (nejvíce zastoupené hodnoty průměru částic 
d1) na koncentraci kopolymeru (viz Obrázek 37) je očividné, že od hodnoty 0,01 g∙l
-1
 s rostoucí 
koncentrací kopolymeru roste i velikost částic. Pod touto koncentrací se však objevuje zcela jiný trend, 
kdy při koncentraci 0,000 5 g∙l-1 a 0,005 g∙l-1 dochází k vzrůstu velikosti částic, avšak při dalším 
vzrůstu koncentrace velikost částic opět klesá. To je zřejmě způsobeno solvatačním obalem 
rozpouštědla kolem vzniklých unimolekulárních agregátů, což signalizuje větší velikost přítomných 
částic. Tato skutečnost ovšem může být také způsobena jinou příčinou, a to přímo samým principem 
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měřící metody, jelikož je metoda měření velikosti částic pomocí DLS založena na měření Brownova 
pohybu. V případě, že by částice spolu nějakým způsobem interagovaly, způsobí to jejich zpomalení, 
tudíž by se pro přístrojový detektor jevily jako větší. S rostoucím obsahem kopolymeru  
ve vzorku roste pravděpodobnost interakce mezi částicemi, což může být také příčinou vzrůstu 
velikostí částic s rostoucí koncentrací kopolymeru.  
 
 
Obrázek 37 Srovnání velikosti částic a ExPI v závislosti na koncentraci kopolymeru PEG–PCL. 
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6 ZÁVĚR 
Cílem této bakalářské práce bylo studovat proces agregace a fyzikální stability polymerních micel 
diblokového kopolymeru poly(ethylenglykol)-b-poly(ε–kaprolaktonu) (PEG–PCL) a stanovit jeho 
chování ve vodných roztocích pomocí metod založených především na fluorescenční spektroskopii. 
Nejdříve bylo provedeno analytické stanovení vzorku kopolymeru, který byl předmětem studia 
této práce a jenž byl syntetizován pomocí ring-opening polymerace. Analýzou pomocí IR 
spektroskopie byla potvrzena jeho dibloková struktura, jež se skládala z PEG a PCL. 
Pro přípravu polymerních micel byly zvoleny dvě rozdílné techniky. První technikou bylo použití 
dialýzy proti vodě roztoku kopolymeru, který byl rozpuštěn v DMF. Druhá technika byla založena  
na přímém rozpuštění kopolymeru ve vodě. Takto připravené roztoky byly zkoumány pomocí metody 
stacionární fluorescence za pomoci pyrenu jako fluorescenční sondy, jež byl zvolen na základě 
literární rešerše. Pro přesnější stanovení tvorby asociátů v různě koncentrovaných roztocích 
kopolymeru byly roztoky kopolymeru také podrobeny studiu fluorescenční odezvy perylenu. 
Ze získaných výsledků emisních a excitačních spekter pyrenu, případně perylenu, bylo odvozeno, 
že kopolymer připravený metodou za použití dialýzy je schopen tvořit unimolekulární agregáty, 
zatímco ve vzorcích kopolymeru připraveným druhým způsobem byly zaznamenány pouze 
vícemolekulární typy agregací. Z důvodu větší stability polymerních micel a možnosti přípravy 
koncentrovanějších vzorků byla proto technika přípravy polymerních micel za použití dialýzy proti 
vodě vyhodnocena jako přijatelnější.  
Na základě naměřených dat byla dále stanovena hodnota CMC signalizující počátek tvorby 
agregátů. Tato hodnota byla pomocí excitační charakteristiky pyrenu pro roztok kopolymeru 
připravený technikou za použití dialýzy stanovena na 0,001 9 ± 0,000 9 g∙l-1.  
Aby bylo dokázáno, že tvorbě polymerních micel podléhají pouze molekuly kopolymeru, byly 
zkoumány také vzorky PEG s pyrenem. Z naměřených excitačních a emisních charakteristik bylo 
potvrzeno, že PEG ve vodě jako rozpouštědle netvoří žádné micelární agregáty. 
Stabilita polymerních micel a chování kopolymeru bylo také sledováno ve fyziologickém roztoku 
při teplotě 37 °C pomocí metody stacionární fluorescence. Daný systém rovněž vykazoval tvorbu 
agregátů, avšak její počátek byl zaznamenán při vyšší koncentraci, a to při 0,015 ± 0,006 g∙l-1, což 
mohlo být způsobeno mnoha faktory, zejména vlivem teploty, posunutím rovnováhy tvorby 
polymerních micel k vyšším hodnotám koncentrací kopolymeru z důvodu méně stabilnějšího 
prostředí, ale také omezenější odezvou samotné metody stanovení z důvodu zhášení fluorescence  
v přítomnosti soli. 
Dalším sledováním fluorescenční odezvy perylenu v roztocích kopolymeru, tentokrát však 
pomocí časově rozlišené fluorescence, byla stanovena doba života excitovaného stavu perylenu  
v různě koncentrovaných roztocích kopolymeru PEG–PCL. Na základě těchto měření byla potvrzena 
tvorba unimolekulárních agregátů již od nejméně koncentrovaných roztoků kopolymeru, dále vznik 
vícemolekulárních agregátů při vyšších koncentracích kopolymeru a hydrofobní vlastnosti prostředí  
v jádře polymerních micel. Stanovením velikosti přítomných částic v rozdílně koncentrovaných 
roztocích kopolymeru pak bylo zjištěno, že s rostoucím obsahem kopolymeru ve vzorku roste velikost 
přítomných částic a také narůstá četnost vzájemných interakcí. 
Ze všech těchto měření nakonec vyplývá, že daný kopolymer je schopen tvořit agregáty  
s hydrofobními jádry tvořené řetězci PCL, jež jsou schopné ve své struktuře enkapsulizovat 
hydrofobní látky, a to dokonce i ve fyziologickém roztoku při teplotě 37 °C, což tento diblokový 
kopolymer PEG–PCL předurčuje pro jeho možné využití jako cílený nosič hydrofobních léčiv. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
ATR technika úplného zeslabeného obrazu (attenuated total reflection) 
CMC kritická micelární koncentrace (critical micelle concentration) 
CMT kritická micelární teplota (critical micelle temperature) 
CPS odečet za sekundu (count per second) 
DDS cílené nosiče léčiv (drug delivery systems) 
DLS dynamický rozptyl světla (dynamic light scattering) 
DMAc dimethylacetamid 
DMF dimethylformamid 
DMSO dimethylsulfoxid 
DSPE 1,2–distearoyl–glycero–3–phosphoethanolamin 
EmPI emisní polaritní index 
ExPI excitační polaritní index 
LED světlo-emitující dioda (light-emitting diode) 
MePEG methoxypolyethylenglykol 
MW molekulová hmotnost (molecular weight) 
PAMAM poly(amidoamin) 
PAsp poly(L-aspartát) 
PBS poly(butylensukcinát) 
PBT poly(butylentereftalát) 
PCBCL poly(α-benzenkarboxylátkaprolakton) 
PCD poly(2–methyl–2–karboxyl–propylenkarbonát-g-dodekanol) 
PCEC triblokový kopolymer poly(ethylenglykolu) a poly(ε-kaprolaktonu) 
PCL poly(ε-kaprolakton) 
PCS fotonová korelační spektroskopie (photon correlation spectroscopy) 
PDMA poly(dimethylaminoethylmethakrylát) 
PEG poly(ethylenglykol) 
PEO poly(ethylenoxid) 
PGA poly(glykolová kyselina) 
PGlu poly(L-glutamát) 
PHB poly(β-hydroxybutyrát) 
PHis poly(histidin) 
PLA poly(mléčná kyselina) 
PLys poly(L-lysin) 
QELS kvazielastický rozptyl světla (quasi-elastic light scattering) 
RES retikuloendoteliální systém 
SAXS maloúhlový rozptyl rentgenového záření (small angle x-ray scattering) 
SEC vylučovací chromatografie (size exclusion chromatography) 
SEM skenovací elektronová mikroskopie 
SLS statický rozptyl světla (static light scattering) 
TMC trimethylenkarbonát 
TCSPC měření dob života technikou zaznamenávání jediného fotonu (time-correlated 
single photon counting)  
TEM transmisní elektronová mikroskopie 
ZDN zásobní roztok kopolymeru nezdialyzovaný 
ZRZ zásobní roztok kopolymeru zdialyzovaný 
 
